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1.  Einleitung

1.1  Bedeutung der vorliegenden Arbeit

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch entzliindliche, demyelinisierende
(entmarkende) Erkrankung des Zentralen Nervensystems (ZNS). Die héchsten
Pravalenzen sind im jungen Erwachsenenalter zwischen dem 20. und 40.
Lebensjahr zu verzeichnen. Die MS ist einer der haufigsten Grinde fir
neurologische  Ausfallserscheinungen und  FrOhinvaliditat im  jungen

Erwachsenenalter.

Die Atiologie dieser Erkrankung ist bislang unzureichend geklart. Es handelt sich
am ehesten um eine komplexe multifaktorielle Erkrankung, bei der unter anderem
genetische sowie auch umweltbedingte Faktoren zu einer autoimmun-vermittelten
Schadigung von Markscheiden im ZNS fihren. T-Lymphozyten spielen hierbei
eine wesentliche Schlisselrolle. Es kommt zu einer aberranten Aktivierung
autoreaktiver T-Zellen, die ins ZNS einwandern und dort Uber verschiedene

Effektormechanismen Gewebsschiaden hervorrufen.

Eine kausale Therapie der Multiplen Sklerose gibt es bis zum heutigen Zeitpunkt
nicht. Die aktuelle Therapie der héaufigsten Verlaufsform dieser Erkrankung
(schubférmig-remittierender Verlauf, RR-MS) besteht zum einen in einer

symptomatischen und zum anderen in einer immunmodulierenden Behandlung.
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Als immunmodulatorische Therapien sind die Substanzen Interferon-beta (IFN-3)
und Glatiramerazetat (GA) klinisch etabliert. Beide Substanzen flhren zu einer
Reduktion der Schubrate und der Ausbildung neuer Entziindungsherde im ZNS
(1;2). Es gibt allerdings auch Patienten, die nicht auf diese Behandlung
ansprechen. Der genaue molekulare Wirkmechanismus als auch die
pathophysiologischen Ursachen des fehlenden Ansprechens auf die Behandlung
mit IFN-B und GA sind unzureichend geklart. Zur Optimierung der MS-Therapie
ware die Identifikation von pradiktiven Markern winschenswert, um das

Ansprechen auf die jeweilige Behandlung friihzeitig beurteilen zu kénnen.

In friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass kosignalisierende Molekile eine
wichtige Funktion bei der Regulation der T-Zell-Aktivierung einnehmen und die
Expression dieser Molekile bei der MS und anderen Autoimmunerkrankungen
verandert ist (3-7). Es ergaben sich auch Hinweise darauf, dass durch die
Immunmodulatoren IFN-B und GA kosignalisierende Molekile direkt beeinflusst

werden kénnen.

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit
die Effekte von IFN-B und GA auf die Expression kosignalisierender Molekile auf
Lymphozyten und Monozyten in vitro und ex vivo untersucht sowie Anderungen in
der Expression mit dem klinischen Ansprechen der Patienten mit Multiplen
Sklerose auf die Therapie korreliert. Ziel der Untersuchungen war es, spezifische
pradiktive Marker zu identifizieren, die mdglichst frih nach Behandlungsbeginn auf

ein positives bzw. negatives Ansprechen auf die IFN-B- oder GA- Therapie
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hinweisen und so eine schnellere Identifikation von sogenannten ,Non-

Respondern® erméglichen.

1.2  Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose gehért zu den haufigsten und wichtigsten neurologischen
Erkrankungen des jungen Erwachsenenalters. Weltweit sind ca. 2,5 Millionen
Menschen von dieser Krankheit betroffen. In Deutschland geht man von Uber
100.000 betroffenen Menschen aus (8). Frauen sind etwa doppelt so haufig
betroffen wie Manner. Die Inzidenzrate wird jéhrlich auf ca. 4000 Neuerkrankte
geschatzt (9). Die Erkrankung hat ein typisches geographisches
Verteilungsmuster. In den nérdlichen Breitengraden sind die Pravalenzen hdher

als in den sudlichen Breitengraden.

Die Atiologie der Multiplen Sklerose ist bisher unzureichend ergriindet. Man geht
von einer multifaktoriellen Genese aus. Dabei scheinen vor allem eine genetische
Pradisposition, Umweltfaktoren und infektiése Erreger eine wichtige Rolle zu
spielen. Die Erkrankungswahrscheinlichkeit liegt bei Geschwistern oder
Verwandten etwas héher als bei Personen ohne Krankheitsfalle in der Familie. Es

handelt es sich jedoch nicht um eine klassische Erbkrankheit (10-12).

Die Multiple Sklerose kann in unterschiedlichen Formen verlaufen (13). Die mit 80-

90% haufigste Form ist der schubférmig-remittierende Verlauf (RR-MS). Ein
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Schub ist definiert als ein subakutes (innerhalb von Stunden bis Tagen) Auftreten
neurologischer Ausfalle mit einer Dauer von mindestens 24 Stunden. Die Dauer
eines Schubes betragt in der Regel einige Tage bis Wochen, wobei es zu einer
kompletten oder inkompletten Remission der Schubsymptomatik kommen kann
(Abb. 1).

Bei ca. 70% der Patienten geht nach etwa zehn Jahren der initiale schubférmig-
remittierende Verlauf in eine sekundar chronisch-progrediente Verlaufsform (SP-
MS) dber (14). Es kommt zu einer kontinuierlichen Verschlechterung der
neurologischen Symptome.

Nur ca. 15% der Patienten leiden an der primar chronisch-progredienten
Verlaufsform (PP-MS). Kennzeichnend ist die stetige Verschlechterung der

neurologischen Symptomatik seit dem erstmaligen Auftreten der Ausfélle (15).

Der Krankheitsverlauf eines einzelnen Patienten kann nur individuell im Verlauf
der Erkrankung abgeschatzt werden. Als prognostisch unglnstige Faktoren zu
Beginn der Erkrankung gelten z.B. eine initial hohe Anzahl entziindlicher Lasionen
in der Kernspintomographie (MRT), ein polysymptomatischer Beginn oder auch
der Beginn mit einer motorischen oder zerebelldren Ausfallsymptomatik sowie
eine schlechte Ruckbildung der Schibe.

Aufgrund der verbesserten symptomatischen Therapieoptionen lie3 sich eine
sinkende Tendenz der Sterblichkeitsrate feststellen. Die Lebenserwartung liegt ca.

5-10 Jahre unter der von Nichterkrankten (16).
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Abb. 1 Vereinfachte Darstellung der Verlaufsformen bei der Multiplen Sklerose: schubférmig-

remittierend (RR-MS), sekundar chronisch-progredient (SP-MS), primar chronisch-
progredient (PP-MS) (Aus [modifiziert]: Kieseier BC, Hartung HP. Current disease-
modifying therapies in multiple sclerosis. Semin Neurol. 2003 Jun;23(2):133-46.)

Die Symptome der Multiplen Sklerose sind vielféltig. Sehstérungen
(Optikusneuritis mit Visusminderung etc.) und Sensibilitatsstérungen sind haufig
erste Symptome. Die klinischen Symptome werden mit der Skala nach Kurtzke
(EDSS — expanded disability status scale) beurteilt. Diese Skala erfasst den
,globalen Behinderungsgrad“ des einzelnen Patienten. Es wird zwischen 0
(Normalbefund) bis 10 (Tod durch MS) unterschieden (17). Diese Skala spielt eine
groBe Rolle als Verlaufs- und Prognoseparameter der Multiplen Sklerose und
dient der Kontrolle des Therapieerfolgs, so dass er in wissenschaftlichen Studien

Verwendung findet.

Die Diagnose der Multiplen Sklerose wird auf der Basis der klinisch etablierten
Diagnosekriterien nach McDonald gestellt (18;19). Der Nachweis von
Entziindungsherden im ZNS ist ein Hauptkriterium fiir die Diagnose einer MS. Das
MRT hat sich hierbei als wichtigstes diagnostisches Verfahren bei der

Diagnosestellung der MS etabliert.
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1.3 Pathogenese und Immunologie der Multiplen Sklerose

Die genaue Pathogenese der Multiplen Sklerose ist noch nicht hinreichend geklart.
Basierend auf Forschungen im Tiermodell der Experimentellen Autoimmunen
Enzephalomyelitis (EAE) sowie auf immunologischen und radiologischen

Untersuchungen, ergibt sich jedoch eine Modellvorstellung der Multiplen Sklerose.

Man geht davon aus, dass es sich bei der MS um eine T-Zell vermittelte
Autoimmunerkrankung gegen Proteine der Myelinscheiden des Zentralen
Nervensystems handelt (10). Bei allen Menschen lassen sich autoreaktive T-
Zellen gegen die unterschiedlichsten kérpereigenen Antigene isolieren, die zum
normalen Immunsystem eines jeden Menschen gehéren (20). Ein Teil der
natUrlicherweise vorkommenden autoreaktiven T-Zellen sind auch spezifisch
gegen Antigene der Myelinscheiden des ZNS und peripherer Nerven wie z.B. MBP
(Myelin-basisches protein)-, PLP (Proteolipidprotein)- oder MOG (Myelin-
Oligodendrozyt-Glykoprotein)-Antigene. Uber die Anzahl der autoreaktiven T-
Zellen gegen diese Antigene bei Gesunden und bei MS-Patienten existieren
widersprlchliche  Angaben in  Abhédngigkeit von der verwendeten
Untersuchungsmethode (21).

Man vermutet, dass es bei der MS initial zu einer direkten Aktivierung dieser
autoreaktiven T-Zellen in der Peripherie kommt z.B. durch ,molecular mimicry*,
duale T-Zell-Rezeptor (TCR)-Expression oder durch Superantigene (siehe 1.5.1)

(22-24). Auch eine indirekte, unspezifische T-Zell-Aktivierung z.B. durch
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proinflammatorische Zytokine im Rahmen eines peripheren Infektes ware mdglich
(25).

Die aktivierten T-Zellen kénnen durch verschiedene Mechanismen die Blut-Hirn-
Schranke (BHS) passieren. Bei der Einwanderung der T-Zellen ins ZNS spielen
Adhasionsmolekile, Metallomatrixproteinasen und Chemokine eine wichtige Rolle
(26;27).

Im Gehirngewebe kommt es durch Interaktion mit lokalen Antigen-prasentierenden
Zellen (APC) wie Mikroglia und Astrozyten zu einer Reaktivierung der T-Zellen.
Durch die T-Zellaktivierung und -proliferation kommt es zur Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine und Chemokine. Diese fiihren auf der einen Seite zu
einer Aktivierung lokaler Gliazellen aber auf der anderen Seite auch zu einer
Rekrutierung weiterer Immunzellen wie den zytotoxischen CD8*-T-Zellen (CD =
Cluster of Differentiation), B-Zellen, Mastzellen und Granulozyten, die zu einer
Verstarkung der initial lokalen Entziindungsreaktion beitragen. Uber Mechanismen
einer natdrlichen Entziindungskaskade wie Komplementaktivierung,
Antikdrperbildung, Freisetzung von Sauerstoffradikalen und Eicosanoiden,
Apoptose aber auch direkte Effekte von natlrlichen Killerzellen (NK), toxische
Effekte von Zytokinen und Verdauung von Oberflachenantigenen durch
Makrophagen kommt es zu einer Zerstérung der Myelinscheiden bzw. zu einer

Axonschéadigung mit Axonverlust.

Eine komplikationslose lokale Entziindung ist in der Regel selbstlimitierend z.B.
durch Inaktivierung der autoreaktiven Zellen durch antiinflammatorische Zytokine

und Apoptose der autoreaktiven T-Zellen. Der Entstehungsmechanismus
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chronischer Entziindungen hingegen ist vielféltig. Eine mdgliche Rolle spielt
hierbei das sog. ,epitope spreading” (20;28). In tierexperimentellen Studien konnte
gezeigt werden, dass die initiale Antwort der Immunzellen auf ein Epitop eines
Antigens sich spater auch auf andere Epitope desselben Antigens bzw. auf andere
Antigene mit &ahnlichen Epitopen ausdehnen kann. Es kommt also zu
Kreuzreaktionen und so fihrt das ,epitope spreading” zu einer VergréBerung,
Diversifizierung und letztendlich auch zu einer Chronifizierung einer Entziindung.

Ein weiterer wichtiger Mechanismus bei der Entstehung chronischer
Entzindungen ist die Aktivierung von ortstandigen kompetenten APC wie
Mikroglia und Astrozyten. Die lokale Aktivierung dieser Zellen fuhrt zu einer
Aufrechterhaltung der Entziindungsreaktion, auch wenn von auBBerhalb des ZNS

keine weiteren Zellen rekrutiert werden.

Wichtig ist, dass es sich bei diesem MS-Modell um einen dynamischen Prozess
handelt. Die einzelnen Zellen vermitteln unter individuell unterschiedlichen
Bedingungen zu verschiedenen Zeitpunkten pro- oder auch antiinflammatorische
Signale.

Zudem ergaben neuere Studien und histopathologische Untersuchungen, dass
sich mikroskopisch und immunhistochemisch vier verschiedene L&sionsarten der
Multiplen Sklerose unterscheiden lassen (29). In allen vier Lasionsarten fanden
sich T-Zellen und Makrophagen. Wahrend in den ersten beiden Lasionsarten (I +
II) priméar eine Myelinschadigung nachzuweisen war, zeigte sich in dem dritten und
vierten Schadigungsmuster (lll + IV) vor allem eine Oligodendrozytenschadigung.

In den Lasionsmustern | und Il zeigte sich zudem ein Erhalt der Oligodendrozyten
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mit Nachweis einer Remyeliniserung, wobei in | priméar eine T-Zell-vermittelte und
in 1l primar eine B-Zell-vermittelte Immunantwort anzunehmen ist. In den
Schadigungsmustern 1l und IV hingegen lieB sich ein Verlust der
Oligodendrozyten mit wenig Remyelinisierung feststellen, wobei nur in Il eine
Apoptose der Oligodendrozyten nachgewiesen werden konnte.

Diese histopathologischen Subtypen der aktiven MS-Herde waren beim einzelnen
Patienten konstant, unterschieden sich allerdings interindividuell.

Entzindliche Lasionen bei der MS kdénnen folglich durch verschiedene
pathologische ~ Prozesse  unterschiedlicher  Atiologie  entstehen, was
moglicherweise auf verschiedene MS-Unterformen hindeuten kénnte. Eine
Korrelation zwischen diesen histopathologischen Subtypen und dem klinischen

Verlauf lieB sich jedoch nicht nachweisen.

Aufgrund dieser Komplexizitdt der Entziindungsprozesse im ZNS bei der MS
kénnen sich therapeutische Interventionen in Abhangigkeit von Art und Zeitpunkt
der Applikation sowohl positiv als auch negativ auswirken oder auch gar keinen
Einfluss auf den Krankheitsverlauf nehmen. AuBerdem unterscheidet sich das
individuelle Ansprechen auf eine Therapieform von Patient zu Patient aus bisher
ungeklarten Grinden. Marker, die einen bestimmten Krankheitsverlauf oder einen
bestimmten MS-Subtyp ohne histopathologische Aufarbeitung von Gehirngewebe
zuverlassig identifizieren kdénnen, existieren nicht. Therapieentscheidungen
gestalten sich deshalb oft schwierig und kénnen sich nur am klinischen

Krankheitsverlauf orientieren.
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1.4  Aktuelle Therapieformen

Die Multiple Sklerose ist nicht heilbar. Der Krankheitsverlauf kann jedoch durch
unterschiedliche  Immuntherapien  beeinflusst  werden.  Aufgrund  der
unterschiedlichen Pathomechanismen der Verlaufsformen der Multiplen Sklerose
existieren verschiedene Therapieschemata. Beim schubférmig-remittierenden
Verlauf spricht man von einer immunmodulierenden  Stufentherapie

(Eskalationstherapie) (siehe Abb. 2).

Natalizumab
Cyclophosphamid => Eskalation
Mitoxantron

B-Interferon/Glatiramerazetat => Basis-/Dauertherapie

(Azathioprin/i.v.-Immunglobuline)

Kortikosteroidpulstherapie => Schubtherapie

Abb. 2  Darstellung der immunmodulierenden Stufentherapie (Eskalationstherapie) bei der

schubférmig-remittierend verlaufenden Multiplen Sklerose.

Die Schubbehandlung erfolgt mit einer hochdosierten Glukokortikoidpulstherapie.
Glukokortikoide  wirken  entzindungshemmend und  verhindern  durch
Herabsetzung der Durchléssigkeit der BHS die Einwanderung von Leukozyten in
die Entziindungsherde des ZNS.

Neben dieser Schubtherapie existieren immunmodulierende (IFN-B, GA) und

immunsuppressive Substanzen (Mitoxantron, Azathioprin, Cyclophosphamid) zur
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Behandlung der RR-MS. Des Weiteren ist seit Kurzem der monoklonale Antikérper
Natalizumab zur Eskalationsbehandlung der schubférmigen MS zugelassen.

Ziel der immunmodulierenden Basistherapie ist die Verhinderung weiterer
neurologischer Defizite oder Vermeidung der Verschlechterung bestehender
Ausfélle.  Ergebnisse aus einzelnen  Studien ergaben, dass die
immunmodulatorischen  Therapien insgesamt zu einer Reduktion der
Schubfrequenzrate sowie Intensitat einzelner Schiibe und zu einer Verzégerung
der Krankheitsprogression fihren (30). Das Ansprechen auf diese
immunmodulatorischen Behandlungsformen kann jedoch in den einzelnen Fallen
nicht vorhergesagt werden. Haufig ist eine lange Behandlungsdauer notwendig,
um die individuelle Wirksamkeit einer Therapie klinisch beurteilen zu kénnen.
Momentan existieren noch keine pradiktiven Marker, die eine Vorhersagbarkeit
eines Therapieansprechens ermdglichen. Derzeit wird das Ansprechen auf die
jeweilige Therapie anhand des klinischen Verlaufs (insbesondere mittels EDSS
und Schubfrequenz) beurteilt. Zudem sind die immunmodulatorischen sowie auch
die immunsuppressiven Behandlungsmethoden sehr teuer. Daher wére es
winschenswert, pradiktive Marker zu identifizieren, die zu einem mdglichst friihen

Zeitpunkt ein Ansprechen auf die Therapie vorhersagen kénnen.
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1.5 Einzelne Komponenten des Immunsystems und ihre Relevanz fur

die Multiple Sklerose

1.5.1 Lymphozyten und Monozyten

Zu den Lymphozyten zahlen die T-Zellen und B-Zellen. Die Lymphozyten sind den
Leukozyten zugeordnet und sind gemeinsam an der erworbenen Immunantwort
beteiligt. Wahrend die T-Zellen hauptsachlich fir die zellulare Immunabwehr

verantwortlich sind, vermitteln die B-Zellen vor allem die humorale Immunitat.

T-Lymphozyten kénnen mittels spezifischer Oberflachenmolekile wie dem T-Zell-
Rezeptor (TCR) Antigene erkennen. Sie erkennen jedoch nur gebundene
Antigene, die mit Hilfe sogenannter Major-Histokompatibilitdtskomplexe (MHC) auf
der Oberflache von APC prasentiert werden. Kernhaltige Korperzellen
prasentieren Antigene auf MHC-Klasse I-Molekilen, wahrend APC wie B-Zellen,
Makrophagen und dendritische Zellen (DC) MHC-Klasse II-Molekile exprimieren.
T-Lymphozyten werden in zwei Subpopulationen eingeteilt, den CD4" und CD8" T-
Zellen. Sie unterscheiden vor allem dadurch, dass CD8"-T-Zellen an MHC |
gebundene Antigene und CD4" T-Zellen an MHC Il gebundene Antigene erkennen
(31).

Zytotoxische CD8"-T-Zellen kénnen defekte Kdrperzellen direkt mittels Initiierung
einer Signalkaskade (Perforinausschittung, Komplementaktivierung, Lyse), die zu

einem programmierten Zelltod fuhrt, eliminieren (32). Zytotoxische Zellen spielen
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daher vor allem bei der Bekdmpfung von viral-infizierten kernhaltigen Zellen oder
Tumorzellen eine wesentliche Rolle.

CD4"-T-Zellen kénnen je nach Stimulus entweder vermehrt pro-inflammatorische
oder auch anti-inflammatorische Signale freisetzen und so durch Rekrutierung und
Regulation weiterer Immunzellen sowohl die Entziindungsreaktion férdern als
auch limitieren. Die Aktivierung der CD4"-T-Zellen reguliert auch die humorale
Immunantwort durch Stimulation der Antikérperproduktion von B-Zellen.

Bei den CD4"-T-Zellen werden verschiedene Subtypen unterschieden. Naive T-
Zellen aus dem Thymus kdnnen sich je nach Stimulus in unterschiedliche T-
Zellen-Subtypen differenzieren. Man unterscheidet Typ 1 T-Helferzellen (Th1), die
vorwiegend pro-inflammatorsche Zytokine wie Interferon-gamma (IFN-y), Tumor-
Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a) oder Interleukin-(IL-)2 sezernieren, von Typ 2 -
Helferzellen (Th2), die anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10, IL-4, IL-5 oder IL-
13 produzieren. Daneben werden noch regulatorische T-Zellen (Treg)
unterschieden, deren Aufgaben in erster Linie die Limitierung einer Immunantwort
gegenlber Fremdantigenen und die Erhaltung der Toleranz gegenlber
kérpereigenen Antigenen beinhalten. Eine weitere Subpopulation stellen die Th17-
Zellen dar, die wie Thi-Zellen eine pro-inflammatorische Immunantwort durch

Zytokine wie IL-17 und IL-22, IL-23 unterstitzen (Abb. 3).
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CD4* Naive T cell*= CD4* Treg cell=*

Thymic Derived=* .

Peripheral IL-4 IGF-p
Differentiation 1,0 cgj|«» IL-1 IL-6
p

IL-4 l

IL-5

IL-6

IL-13 IL-15 IL-17
IFN-y GM-CSF
GM-CSF  G-CSF
TNF-o

Abb. 3  Naive T-Zellen aus dem Thymus differenzieren sich je nach Stimulus in verschiedene T-
Zell-Subtypen (Th1, Th2, Th17, Treg). Die regulatorischen T-Zellen (Treg) kdénnen
sowohl im Thymus als auch in der Peripherie entstehen. Die einzelnen Subtypen
besitzen in Abhangigkeit der produzierten Zytokine individuelle Funktionen (aus: Dittel
BN. CD4" T cells: Balancing the coming and going of autoimmune-mediated
inflammation in the CNS. Brain Behav Immun. 2008 May;22(4):421-30).

Diese Subtypeneinteilung stellt wahrscheinlich eine Vereinfachung der realen
Verhéltnisse dar, denn es wurden z.B. auch zytotoxische CD4"-T-Zellen sowie
CD8*-T-Helferzellen in der Vergangenheit beschrieben und im peripheren Gewebe
sowie im Blut scheinen T-Zellen zu existieren, deren Zytokinmuster sowohl auf
Th1- als auch auf Th2-Zellen zutrifft, die dann als Th0-Zellen bezeichnet werden

(33).
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Welche Mechanismen bei der Multiplen Sklerose zur pathologischen Aktivierung
der T-Zellen fahren, ist bislang nicht hinreichend geklart. Diskutiert wird
beispielsweise das Modell des "Molekularen Mimikry". Dabei sollen Pathogene,
die Myelin-Antigenen ahneln, zun&chst in der Peripherie zu einer Aktivierung von
T-Lymphozyten flhren. Diese aktivierten T-Zellen kénnen dann die BHS passieren
(34) und erkennen im ZNS koérpereigenes Myelin als fremdes Antigen (35).
Darauffolgend kommt es mdglicherweise durch Ausschuttung
proinflammatorischer Zytokine (z.B. IL-2, IFN-y, TNF-a) zu einer Initiierung einer
Entziindungsreaktion mit Rekrutierung weiterer Immunzellen, Selbstaktivierung
und Stimulation der humoralen Immunitat.

In den Friihphasen der Lasionsbildung bei der Multiplen Sklerose liel3 sich eine
perivaskulare Infiltration des Hirngewebes mit Gberwiegend inflammatorischen
Zellen (CD4*-, CD8*-T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen) beobachten. Insbesondere
in den Randbereichen von MS-Lasionen konnten CD4*-T-Lymphozyten mit
unbekannter Spezifitdit nachgewiesen werden. Darlber hinaus wurden auch
vermehrt aktivierte CD4*-T-Zellen, die Myelin-Antigene erkennen, im Blut von MS-
Patienten gefunden (36). Zudem konnte gezeigt werden, dass die Sekretion von
IFN-y durch aktivierte Th1-Zellen im ZNS die Expression von HLA-Molekilen der
Klasse | und Il auf lokalen APC wie Astrozyten oder Mikroglia induzieren kann und
es zu einer Hochregulation kosignalisierender Molekille auf APC und CD4*-

T-Zellen kommt (37).

Das zytotoxische Potential von CD8"-T-Zellen bei der MS wurde in den letzten

Jahren intensiv untersucht (38). Dabei wurde nachgewiesen, dass es im Gewebe
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von MS-Patienten zu einer lokalen klonalen Expansion von CD8"-T-Lymphozyten
kommen kann. Es wurde zudem gezeigt, dass diese Zellentypen Uber Jahre im
Blut oder Liguor von MS-Patienten bestehen kénnen und damit fir die
Aufrechterhaltung und auch Progredienz der Erkrankung von Bedeutung sein

kénnten (39).

Neben des Modells des "Molekularen Mimikry" wird angenommen, dass auch
Superantigene flr die Induzierung einer Immunantwort verantwortlich sein kénnen
(40). Diese in Bakterien oder Viren exprimierten, stark immunogenen Proteine
binden direkt an den Komplex, bestehend aus MHC Klasse Il Molekllen und CD4,
und werden nicht durch APC's prozessiert (41). Andere Modelle beschéftigen sich
mit relativen funktionellen Defiziten in der Auspragung regulatorischer T-

Lymphozyten sowie bei der T-Zell-Toleranz (42;43).

Auch die Aufgaben der B-Zellen in der Pathogenese der Multiplen Sklerose sind
vielfaltig (44). Die B-Zellen gehdren, wie auch die Makrophagen, zu den APC. Sie
nehmen die Antigene auf, spalten diese und prasentieren die Antigenfragmente
unter anderem den T-Zellen, die auf diese Weise zu einer Antigen-spezifischen T-
Zellantwort aktiviert werden. Zudem differenzieren die B-Lymphozyten zu
Plasmazellen und sind auf diese Weise fahig, Immunglobuline zu produzieren. Die
produzierten Antikérper beeinflussen ebenfalls die T-Zell-Reaktion, es kann
sowohl eine Stimulation als auch eine Suppression der T-Zellen im Rahmen des
Aktivierungsprozesses erfolgen. Die B-Zellen spielen daher eine entscheidende

Rolle bei der kostimulatorischen Aktivierung der T-Zellen.
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Bei MS-Patienten konnte eine erhfhte intrathekale Synthese von Immunglobulinen
(IgG, IgA, IgM, IgD) nachgewiesen werden. Es handelt sich dabei u.a. um
Autoantikérper gegen verschiedene Myelin-Antigene, wie z.B. MBP, PLP oder
MOG. Der Nachweis der Autoantikérper gelang in verschiedenen Materialien wie
Serum, Liquor oder auch direkt im Gewebe der MS-Patienten. Darlber hinaus
lieBen sich erhdhte Antikdrper-Titer gegen Antigene wie Bakterien, Viren, Fette
oder Ganglioside feststellen (45). Die groBBe Variabilitat der Antigene weist darauf
hin, dass die B-Zellen entweder polyklonal und unspezifisch aktiviert werden oder
es sekundar durch Myelin-degradierende Prozesse zu einer Prasentation
unterschiedlicher Antigene kommt (,epitope spreading®) (46).

Autoantikdrper spielen eine entscheidende Rolle bei der Myelinschadigung. Sie
opsonisieren das Myelin und férdern auf diese Weise eine Zerstdérung derselben
durch Makrophagen. Zudem wird das Komplementsytem aktiviert und es kommt
zur Zelllyse. Die Autoantikérper und die entstandenen Zellfragmente haben eine
chemotaktische Wirkung auf andere Immunzellen, wie die NK (s.u.), Makrophagen
oder Mastzellen. Demgegeniber férdern die B-Lymphozyten den Prozess der
Remyelinisierung der Nerven. Es kommt zu einer Freisetzung von
Wachstumsfaktoren wie Nerve Growth Factor (NGF) oder Brain-derived
Neurotrophic Factor (BDNF), die zu einer Wiederherstellung geschadigter
Neurone fuhren. Auf diese Weise wirken die B-Zellen auch neuroprotektiv im

Rahmen der Multiplen Sklerose (47).

Monozyten sind APC und gehdren mit einem Durchmesser von 5-20 um zu den

gréBten Leukozyten. Sie machen ca. 5 % aller Leukozyten aus. Sie sind die
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Vorlauferzellen von in Geweben lokalisierten Makrophagen und DC. Sie haben
eine Lebensdauer von 1-3 Tagen im zirkulierenden Blut bevor sie in die Gewebe
einwandern und dort ausdifferenzieren. Zu ihren Aufgaben gehdéren die Zerstdérung
kérperfremder Antigene mittels Phagozytose und Aktivierung der zellularen

Immunitat durch Antigenprasentation.

In tierexperimentellen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine
Unterdrickung von Makrophagen in der akuten EAE zu einer vollstdndigen
Ausléschung klinischer Symptome fihrt (48). Da das AusmafB der
Demyelinisierung im Model der akuten EAE beschrankt ist, kénnen die positiven
Effekte nicht nur durch die Mithilfe der Makrophagen bei der Demyelinisierung
erklart werden, sondern vielmehr scheinen die Makrophagen einen direkten Effekt
auf die axonale Funktion der Neurone zu besitzen.

Aktivierte Makrophagen werden durch Lipopolysaccharide oder IFN-y zur
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen (IL-12) oder zytotoxisch
wirkenden Substanzen (NO) angeregt (49). Diese aktivierten Makrophagen
konnten zumindest fur einen gewissen Zeitraum in MS- und EAE-L&sionen

nachgewiesen werden (50-52).

Die infiltrierten Makrophagen/Monozyten fihren mdéglicherweise durch Produktion
von proinflammatorischen Mediatoren zu Axonschaden und somit zu

entscheidenden Schadigungen bei der Pathophysiologie der MS.
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1.5.2 Kosignalisierende Molekiile und deren Rolle bei der Multiplen Sklerose

Kosignalisierende Molekile sind Oberflachenmolekile z.B. auf T-Zellen oder APC
(B-Zellen, Monozyten, Makrophagen etc.). Durch Bindung untereinander
induzieren sie Signalkaskaden, die entweder zu stimulatorischen oder zu
inhibitorischen Effekten fuhren. Diese Interaktion ist besonders bei der T-

Zellaktivierung relevant.

Die Generierung einer effektiven Immunantwort durch T-Zellen setzt eine
adaquate Stimulierung voraus, nur dann kénnen T-Zellen ihre immunologische
Wirkung entfalten. Um eine vollstédndige Zellaktivierung zu erreichen, bendtigt die
T-Zelle zwei Stimuli. Neben der Interaktion zwischen dem trimolekularen T-
Zellrezeptor und den MHC-Molekilen auf APC benétigt die T-Zelle eine weitere
Interaktion zwischen nicht antigen-spezifischen kosignalisierenden Molekilen auf

den APC auf den T-Zellen (Abb. 4).

B7-1/2 MHC

APC | )

10 e
b

CD28 CTLA-4 T-Zellrezeptor

T-Zelle |

Abb. 4  Interaktion von T-Zellen mit APC Uber MHC und T-Zellrezeptor sowie kostimulatorische
Aktivierung der T-Zelle am Beispiel der Rezeptor-Liganden-Paare der B7-Familie B7-
1,2/CD28/CTLA-4.
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Zu den kosignalisierenden Molekilen gehéren unter anderem CD80 (B7-1) und
CD86 (B7-2) auf Monozyten, die aber auch auf anderen APC wie B-Zellen und DC
exprimiert werden. B7-1/2 sind Liganden sowohl fir CD28 als auch fir CTLA-4.
CD86 wird in geringem MafBe dauerhaft auf APC exprimiert und bei Zellaktivierung
hochreguliert. CD80 hingegen wird ausschlieBlich bei Aktivierung der APC
exprimiert. Ahnliche Verhaltnisse lassen sich auf der T-Zelloberflache nachweisen.
CD28 wird dauerhaft exprimiert, wahrend die Expression von CTLA-4 nur bei T-
Zellaktivierung erhéht ist (53).

Die Bindung von CD28 an B7-1/2 fuhrt zu einem positiven Signal mit Stimulierung
der T-Zellaktivierung und Produktion des proinflammatorischen Zytokins IL-2
(54;55). Nachfolgend kommt es durch dieses zweite, kostimulatorische Signal der
T-Zellaktivierung zu einem T-Zell-Shift von ThO zu Th1 bzw. zur Proliferation von
T-Helferzellen sowie zu einem langeren T-Zell-Uberleben. Bei Fehlen dieser
Stimulation entsteht eine unvollstdndige Aktivierung von T-Helferzellen, einem
Stadium der T-Zell-Anergie oder dem Zelltod (56;57).

Die Bindung von CTLA-4 an B7-1/2 hingegen flhrt zu einem inhibitorischen Signal
der T-Zellaktivierung. Die temporare Anwesenheit des koinhibitorischen Molekuls
CTLA-4 nach T-Zellaktivierung fihrt zu einer Terminierung der vorhandenen
Immunreaktion durch Limitierung der CD28- und T-Zellrezeptor-induzierten |L-2-
Produktion (58). Tierexperimentelle Studien haben gezeigt, dass ein isoliertes
Fehlen von CTLA-4 zu einer unkontrollierten lymphoproliferativen Erkrankung

fihren wirde (59;60).
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Die kosignalisierenden Moleklle CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2) unterscheiden
sich, wie beschrieben, deutlich in ihrer Expression, Kinetik und nachgeschalteten
Transduktionswegen. Diese Diversifizierung kann so weit gehen, dass diese
Molekille zu einer Polarisierung der T-Zellen in Richtung Th1 oder Th2 beitragen

kénnen (61).

In akuten MS-Plaques wurde eine vermehrte Expression von CD80
nachgewiesen, wahrend CD86 sowohl in MS-Plaques als auch bei Kontrollen
exprimiert wurde (7). Eine weitere Untersuchung konnte zeigen, dass die
Expression von CD86 auf peripher zirkulierenden Monozyten bei MS-Patienten im
Vergleich zu Gesunden reduziert ist (62).

Auf CD4"- und CD8"-T-Zellen zeigte sich bei der progredienten MS eine
vermehrte Expression von CD80 (63). Auch wahrend eines MS-Schubes liel3 sich
eine erhéhte Expression von CD80 auf B-Zellen feststellen, wahrend unter einer

IFN-B-Therapie die Anzahl an CD80-exprimierten B-Zellen reduziert war.

Wie oben beschrieben fihrt der CD80/CD86-CTLA4-Signalweg zu einer
Limitierung bzw. Inhibierung der T-Zellaktivierung. In einer erst Kkirzlich
verdffentlichten Studie konnte gezeigt werden, dass die Blockierung des
CD80/CD86-CD28-Signalweges mittels CTLA4Ig-Infusionen zu einer protektiven
Wirkung bei der Multiplen Sklerose fuhrt. CTLA4lg bindet hierbei an CD80/CD86
und fohrt auf diese Weise zur Inhibierung (64). Auch bei anderen
Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis oder der Psoriasis

vulgaris konnte eine Behandlung mit CTLA4lg zu einer Verbesserung des
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Krankheitsverlaufs beitragen (65-67). Es wird angenommen, dass dem
Wirkmechanismus vor allem eine Shift der T-Zellantwort von Th1 zu Th2 zugrunde
liegt. Bereits friihere Untersuchungen konnten zeigen, dass eine Blockade des
CD80/CD86-CD28-Signalweges mittels CTLA4lg zu einer vermehrten Sekretion
von Th2-Zytokinen jedoch verminderten Produktion von Th1-Zytokinen kommen
kann (68;69). Umgekehrt fihrte die CTLA4lg-Gabe bei Th2-vermittelten
Erkrankungen auch zu einem Shift der Immunantwort zu Gunsten der Thi-

Aktivierung (70) (Abb. 5).

Neben CTLA4 existieren weitere Oberflachenmolekile, die inhibitorische Signale
im Rahmen der T-Zellimmunantwort vermitteln. Die kosignalisierenden Molekiile
PD-1, PD-L1 und PD-L2 scheinen ebenfalls eine wichtige Rolle bei der T-
Zellaktivierung bzw. -inhibierung zu spielen. PD-1 ist ein inhibitorischer Rezeptor
der B7-Familie. Er wird auf aktivierten CD4"- und CD8"-T-Zellen, auf aktivierten B-
Zellen und Monozyten exprimiert und bindet an seine Liganden PD-L1 und PD-L2.
Diese Liganden unterscheiden sich bezlglich ihres Expressionsortes. Wéahrend
PD-L1 kontinuierlich auf hamatopoetischen Zellen (T-Zellen, B-Zellen,
Makrophagen, DC) und nicht-hdmatopoetischen Zellen (endotheliale, epitheliale
und Muskelzellen) exprimiert wird und bei Aktivierung hochreguliert wird, wird PD-
L2 nur bei Induktion auf Makrophagen und DC exprimiert (71). Aufgrund der
funktionellen  und  auch  rdumlichen Unterschiede  scheinen  die
Oberflachenmolekile PD-L1 und PD-L2 synergistische, jedoch auch individuell

unterschiedliche Funktionen auszulben. Durch ihr Expressionsmuster kbnnen mit
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Hilfe des PD-1-PD-L1/2-Signalweges entzliindliche Prozesse im peripheren
Gewebe terminiert werden und so Organschaden verhindert werden (72).

Die Rolle der Liganden PD-L1 und PD-L2 ist allerdings noch umstritten. Die
meisten Arbeiten deuten auf eine konzentrationsabhangige inhibitorische Wirkung
hin, so dass es bei Bindung an den PD-1-Rezeptor zu einer Hemmung der T-
Zellproliferation und Zytokinproduktion kommt (73;74). Demgegenlber stehen
Untersuchungen, die zeigten, dass die PD-L-Molekile auch zu einer T-

Zellaktivierung und -proliferation flihren kénnen (75;76).

Die sicher kostimulatorische Wirkung der CD80/86-CD28-Bindung und die
moglicherweise inhibitorischen Effekte der PD-1-PD-L-Signalwege kdnnten den
Grad der T-Zellaktivierung und somit die Schwelle zwischen Toleranz und
Autoimmunitat determinieren, insbesondere bei Expression auf nicht-
héamatopoetischen Zellen in peripheren Geweben (77).

Im Vergleich zu den PD-Molekiilen scheint der CD80/CD86-CTLA4-Signalweg zu
einer frihen, bereits lymphoiden Inhibierung der T-Zellaktivierung wahrend der
Immunantwort zu fihren. Die Aktivierung des PD-1-PD-L1/PD-L2-Signalweges
spielt mdglicherweise erst spater im peripheren Gewebe eine wichtige Rolle,
wodurch eine T-Zell-induzierten Zerstérung von Eigengewebe verhindert werden

kann (78).

Zudem ergaben sich Hinweise darauf, dass der PD-1/PD-L-Signalweg zu einer
bidirektionalen Wirkung fihrt. Es wird nicht nur die T-Zellaktivierung bzw. -

Inhibierung beeinflusst, sondern auch die APC’s selbst, auf denen sie exprimiert
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werden. Insbesondere neuere Studien konnten zeigen, dass auch bidirektionale
Effekte zwischen CD80 und PD-L1 bestehen (72). Neben PD-1 kann PD-L1 auch
an CD80 binden und durch diese Interaktion eine inhibitorische Wirkung auf die T-

Zellproliferation und Zytokinproduktion einleiten (79).

Ein weiterer wichtiger Signalweg der B7-Familie stellt die Bindung von ICOS
(»Inducible costimulator protein) an seinen Liganden ICOSL dar. ICOS wird
selektiv auf aktivierten T-Zellen exprimiert (80;81), insbesondere auf CD4"-Th2-
Zellen (82). ICOSL (B7h, B7RP1) wird hingegen sowohl auf hdmatopoetischen
APC wie B-Zellen, Makrophagen als auch nach Stimulation mit TNF-a, auf nicht-
hamatopoetischen Zellen (nicht-lymphoides Gewebe, z.B. Lunge) exprimiert
(83;84). Dieser Signalweg scheint nicht far die Initierung einer globalen T-
Zellaktivierung, sondern vielmehr fir die Feinjustierung bzw. Modulierung einer T-
Zellimmunantwort und fur die T-Zelldifferenzierung in T-Effektorzellen relevant zu
sein. Die Kostimulation Uber diesen Signalweg fihrt zu einer vermehrten
Produktion von Th2 Zytokinen wie IL-4 und IL-13 durch T-Effektorzellen (85). Eine
Immunmodulierung mittels Sekretion dieser Zytokine scheint auch unabhangig von
einer B7/CD28-Stimulation zu erfolgen (82). Neueste Untersuchungen haben
zudem gezeigt, dass die Interaktion zwischen ICOS und ICOSL eine nachfolgende
Herunterregulierung von ICOSL erzielt. Somit scheint der kostimulatorische ICOS-
ICOSL-Signalweg zu einem negativen Feedback-Mechanismus hinsichtlich der

ICOSL-Expression zu flhren (86).
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Bei der Regulation von APC (B-Zellen, DC, Monozyten) spielt vor allem das
kostimulatorische Molekil CD40 eine wichtige Rolle, welches an den Rezeptor
CD154 auf aktivierten T-Zellen bindet. Dieser Signalweg gehért zur Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF) / TNF-Rezeptor-Familie. Die Kostimulation Gber CD40 flhrt
zu einer Aktivierung und Ausreifung der APC mit Steigerung der Expression von
CD80 und CD86 und vermehrter Zytokinsekretion. Auf diese Weise werden
weitere Immunkaskaden angestoBen sowie die Uberlebenszeit der APC verlangert
(87;88). Tierexperimentelle Studien bei der EAE haben zudem gezeigt, dass eine
Blockade der CD40-CD154-Interaktion zu einer Reduktion der Krankheitsaktivitat

fuhrt (89).

CD27 und sein Ligand CD70 gehdren ebenfalls zu der TNF/TNFR-Familie. CD27
wird auf naiven T- und B- Zellen exprimiert, wahrend CD70 auf aktivierten APC
(v.a. B-Zellen) sowie auf aktivierten T-Zellen exprimiert wird. In einigen in vitro —
Studien konnte gezeigt werden, dass bei Blockade der CD27-CD70-Interaktion
eine Inhibierung der Proliferation und Zytokinsekretion resultiert. Es ergaben sich
Hinweise darauf, dass CD27 insbesondere fiir die frlhen Zeitpunkte einer T-
Zellimmunantwort relevant zu sein scheint. Es konnte gezeigt werden, dass T-
Zellen, die kein CD27 exprimieren, sich zwar initial nach Stimulation
differenzieren, eine Proliferation jedoch erst nach drei oder mehr Tagen mit

geringerer Anzahl an T-Zellen auftritt (90).
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expression DC, B, Monocyte DC, B, Monocyte / Non-lymphoid
ICOS-L PD-L1 PD-L2
name 2'330 g;fs B7RP-1 B7-H1  B7-DC
B7-H2 CD274 CD273

ICOS
CTLA-4 PD-1
name CD2s AlLIM
CD152 cD278 CD279
expression T (const) T (act) T (act) T,B (act)

weonk W B W 2

Abb.5  Zusammenfassung der B7-Familie und deren Liganden. Bezeichnungen,

Expressionsmuster und Funktionen sind dargestellt (act: Expression bei Aktivierung;
const: dauerhafte Expression; grau unterlegt: Die Molekiile wurden im Rahmen dieser
Studie nicht untersucht. Aus [modifiziert]: Okazaki T, Honjo T. PD-1 and PD-1 ligands:
from discovery to clinical application. Int Immunol. 2007 Jul;19(7):813-24).

Eine  Auswahl an  Kosignalisierenden  Molekilen  mit  vornehmlich
kostimulatorischer und koinhibitorischer Wirkung ist in folgender Tabelle

beispielhaft vorgestellt:
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Rezeptor Lokalisation Ligand Lokalisation
B7-Familie
APC (Monozyten,
- ) B7h (B7RP1, B-Zellen), (nicht
ICOS Aktivierte T-Zellen ICOSL) hamatopoet.
Zellen)
) i i APC (Monozyten,
CD28 T-Zellen B7-1, B7-2 B-Zellen, DC)
TNF-Familie
CD27 T-Zellen, B-Zellen CD70 aktivierte APC
CD154 aktivierte T-Zellen CD40 APC (B-Zellen,
DC, Monozyten)
Tab. 1 Kosignalisierende Molekile mit stimulatorischer Wirkung (kostimulatorische Molekiile)
Rezeptor Lokalisation Ligand Lokalisation
B7-Familie
- APC (Monozyten,
CTLA-4 Aktivierte T-Zellen B7-1,B7-2 B-Zellen, DC)
Aktivierte T-Zellen, hamatapaetische
PD-1 Aktivierte B-Zellen, PD-L1 R .
M hamatopoetische
onozyten
Zellen
Aktivierte T-Zellen, Monozvten
PD-1 Aktivierte B-Zellen, PD-L2 Makro hayen ’DC
Monozyten phagen,

Tab. 2 Kosignalisierende Molekile mit inhibitorischer Wirkung (koinhibitorische Molekdle)
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1.6 Interferon-beta (IFN-B)

IFN-B gehért zu den Typ-l-Interferonen. Bei der Multiplen Sklerose sind prinzipiell
zwei Subtypen des IFN-B zur Therapie zugelassen, IFN-B3 la und Ib. Wahrend IFN-
B-la in Saugetierzellen produziert wird, entstehen IFN-B-lb in Bakterienzellen. Die
Typ-I-Interferone  haben sowohl antivirale, antiproliferative als auch
immunmodulatorische Eigenschaften und unterscheiden sich in ihrem strukturellen
Aufbau. In vitro - Untersuchungen zeigten zwar, dass bezlglich der Funktionalitat
Unterschiede dieser beiden Interferone existieren, hinsichtlich der Wirksamkeit bei
der Behandlung der MS konnten jedoch bisher keine Unterschiede nachgewiesen
werden.

IFN-B agiert Gber spezielle Interferon-Rezeptoren und moduliert eine Vielzahl von
Immunmechanismen. So werden die Aktivierung von T-Zellen, die Adhasion und
Migration der autoreaktiven T-Zellen durch die BHS, die Zytokinsekretion und

auch die Antigenprasentation beeinflusst.

In verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass IFN-B die T-
Zellproliferation hemmt. Sowohl APC als auch T-Zellen werden durch IFN-
beeinflusst (Abb. 6).

Studien haben gezeigt, dass IFN-B durch Reduzierung der Expression von
kostimulatorischen ~ Molekilen und MHC-Klasse-lI-Molekilen zu einer
Herabsetzung der Antigenprasentation und T-Zellaktivierung fahrt (91). Durch die

Beeinflussung kostimulatorischer Moleklle wird eine antiinflammatorische
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Reaktion der Th2-Helferzellen induziert, wéahrend eine proinflammatorische
Aktivierung von Th1-Helferzellen inhibiert wird (92).

Marckmann et al. (2004) konnten dagegen nachweisen, dass IFN-B3 in vitro zu
einer Zunahme der Expression von CD80, CD86 und CD40 auf Monozyten fiihrt.
Diese in vitro — Antwort lie sich auch in unbehandelten und behandelten
Patienten mit IFN-B feststellen, wéhrend eine Behandlung mit GA zu einer
Abnahme der in vitro — Reaktion auf GA fihrt (93-95). Zudem wurde bei Patienten
in Hautbiopsien an der Injektionsstelle des IFN-B eine Hochregulation der
Expression von CD80 mRNA nachgewiesen, so dass vermutet wurde, dass IFN-3
nicht nur in vitro sondern auch in vivo eine Zunahme der Expression von CD80
bewirkt.

In einigen Studien konnte zudem gezeigt werden, dass IFN-B sowohl in vitro als
auch in vivo die Produktion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 induziert
(96;97). Ein Zusammenhang der vermehrten IL-10 Produktion mit der veranderten
Expression kostimulatorischer Moleklle konnte jedoch nicht nachgewiesen

werden (98).
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Abb. 6  Maogliche Wirkmechanismen des IFN-B auf die Antigenprasentation. IFN-B scheint auf

«— IFNB

APC und auf seinen Rezeptor auf T-Zellen zu wirken, in dem die Expression der
Molekile verandert wird, die essentiell fiir eine vollstandige T-Zellaktivierung sind. TCR:
T-Zellrezeptor; MHC: Major Histokompatibilitdtskomplex (aus [modifiziert]: Yong VW.
Differential mechanisms of action of interferon-beta and glatiramer acetate in
MS.Neurology.2002 Sep;59(6):802-8).

Neben der bereits frihen Hemmung der T-Zellaktivierung und Produktion
proinflammatorischer Zytokine (99) scheint IFN-B auch zu einer Abnahme der
Expression von Adhasionsmolekilen, die fir die Migration der autoreaktiven T-
Zellen durch die BHS unabdingbar sind, zu fihren (100;101).

Weitere Studien haben gezeigt, dass IFN-B zudem die Migration der T-Zellen
durch die BHS hemmt, indem die IL-2-stimulierte Sekretion der Matrix-
Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-9-Enzyme, die die Matrix der BHS

zerstéren, dosisabhangig gesenkt wird (101-103).
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IFN-B hemmt sowohl die IL-2-Sekretion als auch die Expression des IL-2-
Rezeptors (99). Auch viele Effekte des proinflammatorisch wirkenden IFN-y
werden durch IFN-B antagonisiert. Dies ist in soweit relevant, dass IFN-y bei der
MS die Schubfrequenz zu erhéhen scheint.

In tierexperimentellen Studien am Modell der EAE wurde zudem gezeigt, dass das
Gleichgewicht zwischen den Zytokinen IL-12 und IL-10 eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der MS spielt. In vitro-Studien belegen, dass IFN-B einerseits zu
einer dosisabhangigen Senkung der Sekretion des proinflammatorisch wirkenden
IL-12 und andererseits zu einer dosisabhdngigen Erhdéhung des
antiinflammatorisch wirkenden IL-10-Spiegels fihrt. Eine klrzlich veréffentlichte
Untersuchung konnte ebenfalls eine signifikante Erhéhung des IL-10-
Serumspiegels aber auch des IL-5-Spiegels unter einer IFN-B-Therapie
nachweisen. Im Rahmen dieser Studie lieB sich zudem zeigen, dass der
Serumspiegel des IL-10 signifikant mit dem klinischen Ansprechen auf eine IFN-B3-
Behandlung assoziiert ist, wahrend diese Korrelation fur IL-5 nicht nachgewiesen

werden konnte (104).

Wie bereits erwahnt, spricht nur ein Teil der MS-Patienten auf eine Behandlung
mit IFN-B, so dass es auch Therapieversager oder so genannte ,Non-Responder*
gibt. Eine mogliche Erklarung fir ein abnehmendes Ansprechen auf die IFN-3
Behandlung ist die Bildung IFN-B-neutralisierende Antikérper, die bei einigen
Patientin ab > 9 Monaten Therapie nachgewiesen werden kénnen (105). Aber
nicht bei allen Patienten, die unzureichend auf die Behandlung ansprechen,

kénnen solche IFN-B-neutralisierenden Antikérper nachgewiesen werden, so dass
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vermutlich hierbei noch andere Mechanismen zugrunde liegen. Biomarker zur
Voraussage oder auch zum Monitoring des Ansprechens auf die IFN-B
Behandlung vor Einleitung oder im Verlauf der Therapie beim einzelnen Patienten
existieren bisher nicht, wirden jedoch eine effizientere Therapieplanung

ermaoglichen.

1.7 Glatiramerazetat (GA)

GA besteht aus einem heterogenen Gemisch synthetischer Polypeptide, die als
Antigene fungieren. Aufgrund dessen wird eine Therapie mit GA auch als eine auf
Antigenen basierenden Therapie betrachtet. Es ist ein Copolymer, das die
Aminosauren Alanin, Glutaminsaure, Tyrosin und Lysin enthalt. Im chemischen
Aufbau ahnelt es dem MBP, einer der Antigene der Myelinscheiden des zentralen
und peripheren Nervensystems. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zum MBP
wurde es initial entwickelt, um im Tiermodell eine EAE auszulésen. Stattdessen
zeigte sich jedoch eine Unterdriickung der EAE (106;107). Dieser Schutzeffekt
konnte in verschiedenen Spezies mit unterschiedlichen Antigenen bestatigt
werden (108;109), so dass der Einsatz von GA schlieBlich erfolgreich bei der
Behandlung der Multiplen Sklerose etabliert werden konnte. In mehreren
multizentrischen klinischen Studien mit GA konnte eine Senkung der
Schubfrequenz und Verzégerung der Progredienz bei Patienten mit MS
nachgewiesen werden (110-113). Zudem lie3 sich auch ein positiver Effekt auf die

Anzahl und das Volumen der Lasionen in der Kernspintomographie feststellen
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(114;115). Seit 1996 ist GA in den USA, seit 2001 auch in der EU als Medikament
bei der Multiplen Sklerose zugelassen.

Der genaue Wirkmechanismus ist bis heute noch unklar. Diskutiert werden eine
kompetitive Hemmung des MBP an MHC Klasse II-Molekilen aufgrund von
Strukturahnlichkeiten und somit auch Limitierung der T-Zell-Rezeptorbindung an
MBP-reaktiven Zellen mit daraufhin verminderter Aktivierung proinflammatorischer
Signale. DarlUber hinaus scheint GA auch die Induktion einer systemischen Th2-
Antwort sowie die Sekretion von neuroprotektiven Faktoren zu beeinflussen.
Zudem zeigt GA Wirkung als ,altered peptide ligand“ (APL) mit Erzeugung von
Anergie sowie die sog. ,bystander suppression®“. Diese Mechanismen interagieren

miteinander und bedingen gemeinsam die Wirkung des Glatiramerazetats.

GA kann im Sinne eines APL in der Peripherie mit dem T-Zellrezeptor von MBP-
reaktiven Zellen reagieren. APL’s kénnen auf diese Weise zu einer partiellen
Aktivierung fohren (116). Zum einen wird ein anerger Zustand in
antigenspezifischen autoreaktiven T-Zellen hervorgerufen, zum anderen wird eine
veranderte T-Zellfunktion initiiert (117).

Ein als sehr relevanter Mechanismus der GA-Wirkung wird die Induktion einer
systemischen Th2-Antwort betrachtet. GA induziert eine groBe Bandbreite an T-
Zell-Antworten, da GA aus verschiedenen Antigenen (s.0.) besteht. Letztendlich
fuhrt diese Initiierung zu einem peripheren Shift im Zytokinprofil der autoreaktiven
T-Zellen. In diesem Zusammenhang lieBen sich in Studien zum einen eine
erhéhte Induktion von IL-4 (118;119), zum anderen erhéhte Induktionen von IL-5

und IL-13 nach GA-Behandlung nachweisen (120). Wiesemann et al. (2001)
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konnte neben einer vermehrten Expression der Zytokine IL-5 und IL-13 in vitro
auch eine Korrelation dieser erh6hten Expression mit dem klinischen Ansprechen
auf eine GA-Behandlung in vivo nachweisen (95). In einer longitudinalen Studie an
GA-behandelten Patienten fanden sich erhdhte Serumspiegel fir IL-10 und
erhéhte mRNA-Level in PBMC far TGF-3 und IL-4, wahrend die mRNA-Level fr
TNF-a sanken (121). In CD4"-T-Zellen zeigte sich ein signifkanter Abfall von TNF-
o, IL-2 und IFN-y (122). Zusammengefasst scheinen ein Anstieg von
antiinflammatorischen  Zytokinen und die Senkung des Serumspiegels
proinflammatorischer  Mediatoren eine entscheidende Rolle bei der
therapeutischen Wirkung des GA zu spielen, auch wenn sich hinsichtlich des
Serumzytokinprofils bei MS-Patienten nach Behandlung mit GA zum Teil
widersprtichliche Ergebnisse ergaben (123).

Die sog. ,bystander suppression® wird ebenfalls als einer der wichtigsten
Mechanismen der therapeutischen GA-Wirkung betrachtet. Hierbei handelt es sich
um die durch GA induzierte Aktivierung von Th2- Zellen in der Peripherie. Durch
wiederholte Applikation von GA kommt es zu einer chronischen Aktivierung dieser
Th2-Zellen mit Migration durch die BHS ins zentrale ZNS. Da GA nicht die BHS
durchschreiten kann kommt es zu einer Reaktivierung dieser Zellen mittels
strukturdhnlicher Antigene, wie beispielsweise MBP (siehe oben). Mittels
Reaktivierung der T-Lymphozyten durch Myelin-MHC-APC-Komplexe im ZNS
kommt es zur Sekretion antiinflammatorischer Mediatoren, die wiederum

inflammatorische Aktivitdten anderer Immunzellen hemmen (124) (Abb. 7).
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Abb. 7  Darstellung der sog. ,Bystander suppression® als mdéglicher Wirkmechanismus der
immunmodulatorischen Therapie mit GA in Patienten mit Multiper Sklerose (aus:
Glatiramer acetate: evidence for a dual mechanism of action. J Neurol. 2008 Mar;255
Suppl 1:26-36. Review).

Wie auch unter der Behandlung mit IFN-B oder Natalizumab kommt es wahrend
der Behandlung mit GA zur Bildung von Antikérpern, ein neutralisierender Effekt

dieser Antikdrper konnte bisher jedoch nicht nachgewiesen werden.
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1.8 Aufgabenstellung und Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurden die Bedeutung kosignalisierender Signalwege
bei der Multiplen Sklerose sowie deren Beeinflussung durch immunmodulierende
Therapieformen naher untersucht.

Bereits in zuvor durchgeflihrten Studien konnte gezeigt werden, dass
kosignalisierende Molekiile eine wichtige Rolle bei der T-Zellaktivierung und damit
in der Pathogenese der MS besitzen. Auch konnte nachgewiesen werden, dass
die Immunmodulatoren Interferon-B und Glatiramerazetat direkt die
kosignalisierenden Signalwege beeinflussen.

Auf diesen Erkenntnissen basierend wurde der Einfluss von GA und IFN-B auf die
Expression kosignalisierender Moleklle auf Lymphozyten und Monozyten
untersucht. Neben den direkten Effekten der beiden Substanzen auf die
Expression kosignalisierender Molekile in vitro wurde auch der Einfluss der
Behandlung mit GA und IFN-B bei MS-Patienten auf die entsprechenden
Signalwege ex vivo untersucht.

Die Ergebnisse wurden daraufhin in Bezug zum klinischen Ansprechen auf die
jeweilige Therapie evaluiert und korreliert. Dabei wurden die Patienten nach
klinischen Kriterien in sog. ,Responder und ,Non-Responder, d.h. in Patienten,

die auf die entsprechende Therapie ansprachen bzw. nicht ansprachen, unterteilt.
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Die Untersuchungen dieser Arbeit erfolgten unter folgenden Fragestellungen:

1.)

Nachweis direkter Effekte von IFN-B und GA auf die Expression
Kosignalisierender Molekile auf Lymphozyten und Monozyten in vitro
und ex vivo

Nachweis von Unterschieden in der Expression Kkosignalisierender
Molekdle bei Patienten mit MS im Vergleich zu gesunden Kontrollen
Korrelation der Ergebnisse aus 2.) mit dem klinischen Ansprechen von
Patienten auf eine Therapie mit IFN-B8 und GA zur Identifikation
pradiktiver ~ Marker fir die frlhzeitige @ Vorhersage eines

Therapieansprechens nach Behandlungsbeginn.
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten

Bei dieser Studie wurden ausschlieBlich Patientinnen und Patienten mit MS
untersucht. Als Referenz wurden gesunde Probanden in die Studie
eingeschlossen. Es handelte sich dabei meist um Patienten der Medizinischen
Hochschule Hannover, die einmalig oder regelmaBig die MS-Ambulanz der
Neurologischen Poliklinik aufsuchten. Bei all diesen Patienten bestand die
Diagnose Multiple Sklerose gemaB McDonald-Kriterien. Die Durchfiihrung der
Studie wurde vorangehend von der Ethikkommission genehmigt. Vor Beginn der
Untersuchungen haben die Patienten schriftlich in die Studie eingewilligt. Es
wurde allen Patienten jeweils 9 ml Blut (EDTA-Rbhrchen, Sarstedt) fir die

weiteren Untersuchungen entnommen.

Far die ex vivo — Studien wurden insgesamt 15 gesunde Kontrollen, 32
unbehandelte, 24 IFN-B-behandelte und 10 GA-behandelte MS-Patienten mit
schubférmig-remittierendem Verlauf in die Untersuchung eingeschlossen. Die
Geschlechtsverteilung der untersuchten Patienten, das Durchschnittsalter, das
Alter der Patienten, die Dauer sowie die Schwere der Erkrankung (EDSS) sind in

folgender Tabelle dargestellt (Tab. 3).
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IFN-B3- GA-
l?oestl:gl(ljeen Unf\)/lesh_apn:telte behandelte behandelte
' MS-Pat. MS-Pat.
Gesamt 15 32 24 10
Geschlecht:
weiblich 11 19 17 7
mannlich 4 13 7 3
Durchschnittsalter | 36,8 + 11,7 37,4+9,5 38,5+8,9 35,1+4,3
Altersspanne 26 - 59 21 -58 21-65 30 - 43
Erkrankungsdauer 7,7+£8,3 12,4 £8,6 9,1+8,8
EDSS 2,0x£1,0 2,0+1,0 1,6+15
Tab. 3 Anzahl und Einteilung der in die Studie eingeschlossenen Patienten sowie Aufteilung in

Geschlecht, Alter (Jahre), Erkrankungsdauer (Jahre), klinische Beeintrachtigung (EDSS).

16 der IFN-B-behandelten MS-Patienten verabreichten jeden zweiten Tag 30 ug
Betaferon® (IFN-beta 1b, Schering) subkutan (s.c.), sechs Patienten Rebif® (IFN-
beta 1a, Serono), wobei vier Patienten 22ug und zwei Patienten 44ug des
Medikaments dreimal pro Woche s.c. applizierten. Weitere zwei Patienten
erhielten 30ug Avonex® (IFN-beta 1a, Biogen Idec) einmal wdchentlich als
intramuskulare (i.m.) Injektion. Die 10 GA-behandelten Patienten injizierten téaglich
eine Fertigspritze in der Dosierung von 20mg/ml s.c. (Copaxone®, Teva Sanofi
Aventis). Die Blutproben wurden alle innerhalb von 16-48 Stunden nach Erhalt der
letzten Injektion entnommen und sofort weiterverarbeitet.

In die Querschnittsuntersuchung wurden MS-Patienten eingeschlossen, die seit
mindestens 9 Monaten entweder mit IFN-3 oder mit GA behandelt wurden. Zum
Zeitpunkt der Untersuchung betrug die durchschnittliche Therapiedauer mit GA

2,75 £ 2,25 Jahre (eingeschlossene Zeitspanne: neun Monate bis sieben Jahre),
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die Therapie mit IFN-B 1,25 + 0,25 Jahre (eingeschlossene Zeitspanne: neun
Monate bis sechs Jahre). Patienten, deren Behandlungsdauer klrzer als neun
Monate war, wurden nicht in die Studie eingeschlossen.

Keiner der unbehandelten MS-Patienten hatte sechs Monate vor Beginn der
Untersuchungen eine immunmodulatorische oder immunsuppressive Therapie

erhalten.

Bei 19 MS-Patienten konnte eine longitudinale Verlaufsuntersuchung durchgefiihrt
werden, bei der Blutentnahmen bei jedem Patienten vor Therapiebeginn unter der
Behandlung in regelméaBigen Abstédnden erfolgten. Sechs Patienten erhielten GA,
13 Patienten IFN-B (elf Patienten Betaferon®, ein Patient Rebif® und ein weiterer
Patient Avonex®). Den Patienten wurde vor Therapiebeginn und alle drei Monate
nach Beginn der IFN-B-bzw. GA-Therapie Uber ein gesamtes Jahr (Monat 0, 3, 6,
9, 12) Blut entnommen. Zudem erfolgte zeitgleich ein Monitoring bezlglich der
Entwicklung der Schubfrequenz unter der Behandlung und Krankheitsprogression
bzw. Schwere der Erkrankung auf der Basis von Kurtzke’s EDSS. Zur Beurteilung
der Krankheitsaktivitdt vor Behandlungsbeginn wurden der EDSS und die

Schubfrequenz in den letzten zwei Jahren vor Therapiebeginn herangezogen.

2.2 Responder und Non-Responder

Um eine Korrelation zwischen klinischem Ansprechen der IFN-B-Behandlung und

Anderungen der Expression kosignalisierender Molekiile herzustellen, wurden die
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MS-Patienten anhand ihres Krankheitsverlaufs in zwei Gruppen eingeteilt, zum
einen in die Gruppe der ,Responder‘ und zum anderen in die Gruppe der ,Non-
Responder®. Die Patienten, bei denen eine Steigerung des EDSS um mindestens
einen Punkt Ober drei Monate anhaltend zu verzeichnen war, oder Patienten,
deren Schubintensitat bzw. -frequenzrate im Vergleich zu den zwei Jahren vor
Therapie unverandert blieb oder unter der Therapie anstieg, wurden als ,Non-
Responder” klassifiziert. Anhand dieser Kriterien konnten insgesamt finf von 24
IFN-B-behandelten MS-Patienten als ,Non-Responder und 19 als sog.

.-Responder” bezeichnet werden.

Auf eine derartige Analyse wurde bei GA-behandelten Patienten verzichtet, da

sich keine signifikanten Effekte unter der Therapie mit GA nachweisen lie3en.

2.3 Zellisolierung und -stimulation

Far die in vitro — Untersuchungen wurde aus 9 ml heparinisiertem venésen Blut
von insgesamt sechs gesunden Probanden PBMC’s mittels Dichtezentrifugation
tber Ficoll isoliert und daraufhin mit einer sterilen Phosphatpufferiésung (PBS;
Waschlésung) gewaschen.

Die gewaschenen PBMC’s wurden in Medium (RPMI 1640), unter Zusatz von 10%
fetalem Kalberserum (FCS), 1% Hepes Puffer, 1% L-Glutamin und 1%
Penicillin/Streptomycin, in befeuchteter, 5% CO, enthaltener Luft bei 37<C Uber 48

Stunden in einer Polysteren 6-Well-Platte (Nunc, Wiesbaden, Germany) kultiviert.



Material und Methoden 47

Die Zelldichte hierbei betrug nach Z&hlung in der Neubauer-Zahlkammer 1 x 10°
Zellen/ml. Die Inkubation bzw. Stimulation dieses Zellgemisches erfolgte mit IFN-3
(Betaferon®, Schering, Chargen-Nr. 63211-049) in einer Konzentration von 1000
U/l, da bereits in zuvor durchgefihrten Studien unter dieser Konzentration der
maximale Effekt beobachtet worden war (98).

Die Stimulation mit GA (Copaxone®, Teva Sanofi Aventis, Chargen-Nr.
242992997) erfolgte mit einer Konzentration von 40 pug/ml ebenfalls unter den

oben genannten Bedingungen.

Nach der Inkubation mit IFN-B 1b und GA Uber 48 Stunden wurden die PBMC'’s
dreimal mit PBS gewaschen. Danach wurden je 1 x 10° Zellen in die benétigte
Anzahl von Réhrchen (Falcon) verteilt und mit jeweils drei unterschiedlichen
Fluorochrom-markierten Antikdrpern pro Réhrchen fir 15 Minuten bei Dunkelheit
inkubiert.  AnschlieBend wurden die Zellen vor Messung in der

Durchflusszytometrie erneut zweimal mit PBS gewaschen (siehe 2.4.).

Far ex vivo — Untersuchungen wurde jeweils 5 ml vendses Blut von MS-Patienten
in EDTA-R6hrchen (Sarstedt, Nuembrecht, Germany) entnommen. Die ex vivo —
Untersuchungen erfolgten sofort nach Entnahme des Blutes und dienten dem
Zweck, die in vivo — Situation mit mdéglichst wenigen Artefakten wiederzuspiegeln
und auf diese Weise die realen Verhélinisse zu simulieren. Deshalb erfolgte die
Weiterverarbeitung des Blutes fir die Durchflusszytometrie innerhalb einer Stunde

nach Blutentnahme.
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Das Blut wurde mit unsterilem FCS far 5 Minuten inkubiert, um unspezifische Fc-
Rezeptor-Bindungen zu blockieren. Die Erythrozyten wurden mittels Fluorescence
- activated cell sorter (FACS)-Lysis Solution nach Herstellerbeschreibung (BD
Biosciences, Heidelberg, Germany) lysiert. Die Zellen wurden in einer Dichte von
1 x 10° Zellen/100p! auch hier mit Fluorochrom-markierten Antikérpern dreifach

gefarbt und 15 Minuten bei Dunkelheit inkubiert (siehe 2.4.).

2.4 Durchfluss (Flow-)-Zytometrie

Der FACSCalibur (Fluorescence Activated Cell Sorter, BD Biosciences,
Heidelberg, Germany) arbeitet nach dem Prinzip der Durchfluss (Flow-)-

Zytometrie.

Bei diesem Verfahren kénnen Einzelzellen charakterisiert werden. Die sich in
Lésung befindlichen Zellen werden durch eine Kapillare gesaugt und passieren
einzeln einen Laserstrahl. Die einzelnen Zellen kdénnen durch den Laser zur
Emission von Licht bestimmter Wellenlange angeregt werden. Die Lichtstreuung
der Zellen wird vom Gerat registriert. Dieses Streulicht ist abhéngig von der
ZellgréBe, der Struktur der Zellwand und den intrazellulare Bestandteilen, so dass
die einzelnen Zellen in Fraktionen sortiert bzw. aufgetrennt werden kénnen.

Auf dem FACSCalibur wurden auf diese Weise die Monozyten- und
Lymphozytenpopulationen durch Forward Scatter - als MaB fiir die ZellgréBe - und

Side Scatter - als MalB fur die Granularitat der Zelle (GréBe und Struktur des
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Zellkerns etc.) - bestimmt. Durch Anlegen von Gates um die entsprechende
Zellpopulation konnten Monozyten und Lymphozyten getrennt gemessen werden
(Abb. 8). Bei den durchgefltihrten in vitro - und ex vivo - Untersuchungen wurden
insgesamt 10.000 Zellen im Lymphozyten- und 5.000 Zellen im Monozytengate

gemessen.
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Abb. 8  Auftrennung der Zellen in einzelne Zellpopulationen auf dem FACSCalibur. Darstellung
des Lymphozyten-, Monozyten- sowie des Granulozyten-Gates aus einer Vollblutprobe

nach Lyse der Erythrozyten.

Bei Farbung der Zellen mit Fluorochrom-markierten Antikérpern, erfolgt zuséatzlich
eine Auftrennung der Zellen nach der Fluoreszenz. Es werden hierbei, nach
Anregung der Zelle mit dem Laser, die entsprechenden Fluoreszenzemissionen
der einzelnen Zellen registriert.

Die verwendeten Antikdrper sind gegen verschiedene Oberflachenmerkmale (CD)
gerichtet. Als Fluoreszenzfarbstoffe dienten hier die Fluorochrome FITC
(Fluoresceine, Emissionsmaximum 525 nm), PE (Phycoerythrin,
Emissionsmaximum 575 nm) und APC (Allophycocyanin, Emissionsmaximum 660

nm), die jeweils an die Antikdrper gekoppelt sind. Die Expressionen der
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kosignalisierenden Molekile auf den unterschiedlichen Zelltypen (T-Lymphozyten,
B-Lymphozyten, Monozyten) wurden durch die gleichzeitige Farbung mit den drei
unterschiedlichen Fluorochromen FITC-, PE- und APC (Dreifachféarbung)
bestimmt.

Fir jede einzelne Farbung wurde stets ein spezifischer Antikérper flr ein
kosignalisierendes Molekil mit zwei Antikérpern gegen Zellpopulationsmarker
kombiniert (CD4, CD8: T-Lymphozyten; CD19: B-Lymphozyten; CD14:

Monozyten).

Alle auf dem FACSCalibur erfassten Informationen wurden mittels CellQuestPro
Software (Becton Dickinson) analysiert und in Punkidiagrammen, den
sogenannten DotPlots, oder in Histogrammen ausgewertet.

Bei den Punktdiagrammen wurde zum einen die ZellgréBe (Forward Scatter)
gegen die Zellgranulierung (Side Scatter) aufgetragen, um so die Monozyten- und
Lymphozytenpopulationen gegeneinander abgrenzen zu kénnen (Abb. 8).

Zum anderen wurden Punktidiagramme erstellt, in denen jeweils zwei
Fluoreszenzen gegeneinander aufgetragen worden waren (Abb. 9a). Es wurde

jeweils im Lymphozyten- und im Monozytengate gemessen.



Material und Methoden 51

a) b)
- 270204.052 -
o S
% o
= Lo n]
w w - go
O z= So
— b o
O o o7
- o
=
o =
10% 10! 102 10° 109 0% 10! 102 10% 109
CD28 FITC FL1-H
CD28 CD28

Abb. 9  Darstellung von kosignalisierenden Molekilen und Zellpopulationsmarkern als a) Punkt-

diagramm und als b) Histogramm auf dem FACSCalibur.

Bei den Histogrammen wurde dagegen die Zellzahl gegen die einzelnen
Fluoreszenzen aufgetragen und die durchschnittliche Fluoreszenz-Intensitat (MFI)
bestimmt (Abb. 9b). Um den Anteil positiver Zellen fir den entsprechenden
Antikérper zu bestimmen, wurde die Grenze zwischen positiven und negativen
Zellen festgelegt und der Teil positiver Zellen entsprechend berechnet.

Die MFI und der Prozentanteil positiver Zellen wurden bestimmt, um unstimulierte
mit IFN-B- bzw. GA-stimulierten Zellen, und unbehandelte mit IFN-B- bzw. GA-

behandelten Patienten zu vergleichen.

Eine vermehrte Expression bzw. eine Anderung der Expression kosignalisierender
Molekile in MS-Patienten wurde als signifikant bezeichnet, wenn der Unterschied

der Expression >5% betrug. Die verwendeten Antikérper sind in 2.7.1 aufgelistet.
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2.5 Antikorper gegen IFN-B im Serum von MS-Patienten

Aus allen Blutproben von IFN-B-behandelten MS-Patienten wurde jeweils das
Serum gewonnen, bei -80C eingefroren und gelagert. Zur Bestimmung von
Antikdrpern gegen INF-B wurden die Seren an das Zentralinstitut fir Klinische
Chemie und Laboratoriumsdiagnostik, Heinrich-Heine-Universitdt Dusseldorf,
unter der Leitung von Prof. Dr. med. F. Boege versandt. In den Seren enthaltene
Antikérper gegen IFN-B wurden mittels Enzymgekoppeltem Immunadsorptionstest
(ELISA) bestimmt.

Die Methode der Antikdrperbestimmung mittels ELISA wurde von Prof. Dr. med. B.
Hemmer, wie unter Pachner et al. (2003) beschrieben, etabliert. Dieses
Testverfahren stellt einen hdchst zuverlassigen Screeningtest zur Bestimmung

von IFN-B-Antikdrpern im Serum IFN-B3 behandelter MS-Patienten dar (125).

Ob die auf diese Weise gemessenen IFN-B-Antikdrper von funktioneller Relevanz
sind, kann prinzipiell nur durch eine ergdnzende Messung der tatsachlichen
neutralisierenden Antikdrper bestimmt werden. Die Messung dieser Antikérper
kann durch die Bestimmung der Induktion von MxA mRNA mittels quantitativer
RT-PCR 12 Stunden nach IFN-B-Gabe erfolgen (126). Da diese Untersuchung
aus eingefrorenen Seren nicht mdglich ist, konnte eine Bestimmung
neutralisierender IFN-B-Antikbrper im Rahmen der Untersuchung nicht
durchgefihrt werden. In den Untersuchungen von Prof. Dr. med. B. Hemmer
konnte jedoch gezeigt werden, dass die mittels ELISA bestimmten Antikérpertiter

gut mit der Héhe von neutralisierenden Antikérpern korrelieren (Deisenhammer,
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Hemmer, Paper in Vorbereitung). Ein negatives Ergebnis im ELISA-Test schlieB3t

somit die Anwesenheit von neutralisierenden IFN-B-Antikbrpern aus.

2.6 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung fir den Vergleich von IFN-B/GA-stimulierten PBMCs
zu unstimulierten Zellen oder den Vergleich von unbehandelten zu IFN-B/GA-
behandelten Patienten erfolgte mit einem one-way ANOVA-Test. Wenn die Daten
nicht normal verteilt waren wurde stattdessen der Kruskal-Wallis ANOVA on
Ranks Test verwendet. Der Zusammenhang zwischen erhdhter Expression
kosignalisierender Molekule unter IFN-B-Behandlung und dem Ansprechen auf die
Therapie (Responder und Non-Responder) wurde mittels Chi-Square Test oder
Fisher's two-tailed exact Test ermittelt. Die Anzahl der Responder und Non-
Responder sowie die Anzahl der Patienten mit oder ohne Anstieg der
kosignalisierenden Moleklle wurden in eine Vierfeldertafel eingetragen. Der
Fisher’s two-tailed exact Test wurde anstatt des Chi-Square Tests verwendet,
wenn es flr mindestens ein Feld weniger als finf Patienten gab. Der p-Wert gibt
die Wahrscheinlichkeit an, mit der die Annahme falsch ist, dass ein tatsachlicher
Zusammenhang zwischen der erhdéhten Expression kosignalisierender Molekile
und dem klinischen Ansprechen auf die IFN-B-Behandlung besteht. P-Werte <0,05

wurden als signifikant gewertet.
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Far alle Tests wurde die Software von SigmaPlot 2001 (fir Windows/Version 7.0)

und SigmaStat 1997 (fir Windows/Version 2.03) verwendet.

2.7 Verwendete Antikorper und Materialien

2.7.1 Antikorper

Es wurden ausschlieBlich direkt markierte Maus-Antikdrper verwendet.

Oberflachenmolekiil/ | Fluoreszenz- Hersteller Klon
Antikorper farbstoff

Kontrollen

Isotype Control 1IgG1 FITC ImmunoTools 203
Isotype Control 1IgG1 PE ImmunoTools 203
Isotype Control IgG2a | FITC ImmunoTools 713
Isotype Control IgG2a | PE ImmunoTools 713
Isotype Control 1IgG2b | PE ImmunoTools GC198
Zellpopulationsmarker

Anti — human CD4 FITC BD Biosciences RPA-T4
Anti — human CD4 PE BD Biosciences RPA-T4
Anti — human CD4 APC BD Biosciences SK3
Anti — human CD8 FITC BD Biosciences SKi1
Anti — human CD8 PE ImmunoTools 4H8
Anti — human CD14 FITC ImmunoTools MEM-18
Anti — human CD14 PE ImmunoTools 8G3
Anti — human CD19 APC BD Biosciences HIB19
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Kosignalisierende Molekiile

Anti — human CD27 FITC BD Biosciences M-T271
Anti — human CD28 FITC BD Biosciences RPA-T4
Anti — human CD40 FITC BD Biosciences 5C3
Anti — human CD80 FITC ImmunoTech MAB104
Anti — human CD86 FITC BD Biosciences 2331(FUN-1)
Anti —human CD154 | FITC eBiosciences 24-31
Anti — human ICOS FITC eBiosciences ISA-3
Anti —human ICOSL | PE eBiosciences MIH12
Anti — human PD-1 FITC eBiosciences J116
Anti — human PD-L1 PE eBiosciences MIH1
Anti — human PD-L2 PE eBiosciences MIH18

2.7.2 Materialien

Medien, Zusatze

steriles PBS

Biochrom AG, instamed 9,55 g/l

unsteriles PBS

Biochrom AG, instamed 9,55 g/l

Ficoll-Paque PLUS

GE Healthcare

RPMI 1640 Medium

sterilisiert, Sigma

Hepes Buffer

sterilisiert, Sigma

L-Glutamin

sterilisiert, Sigma

Penicillin-Streptomycin

sterilisiert, Sigma (Antibiotikum)

Steriles FCS Fetal Bovine Serum, Hy Clone
Unsteriles FCS Fetal Bovine Serum, Hy Clone
Trypanblau 0,4 %, Sigma

FACS Lysis Solution BD Biosciences

FACS Clean BD Biosciences

FACS Rinse

BD Biosciences
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FACS Flow BD Biosciences

GefaBe

50 ml sterilisiert, Cellstar, Greiner bio-one

15 ml sterilisiert, Cellstar, Greiner bio-one

5 ml nicht sterilisiert, Polystyrol-Rundbodenréhrchen, Falcon,
BD Biosciences

Cryo.S sterilisiert, Cellstar, Greiner bio-one

Polysteren 6-Well-Platte | Nunc

spezielle Pipetten

Multipipette plus Eppendorf

Pipettor

Hirschmann Laborgerate

Gerate

Megafuge, 20 R

Heraeus

FACSCalibur

BD Biosciences
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3. Ergebnisse

3.1 Effekte von IFN-B auf die Expression kosignalisierender Molekiile in
vitro: Hochregulation der Expression von PD-L1 und PD-L2 auf

Monozyten und PD-L1 auf CD4*-T-Zellen

Far in vitro - Untersuchungen wurden PBMC’s von sechs gesunden Probanden
verwendet, die mit Antikbrpern gegen die Populationsmarker CD4, CD8, CD19
und CD14 sowie mit den fluoreszenzmarkierten Antikérpern gegen die
kosignalisierenden Molekile (ICOS, ICOSL, CD80, CD86, CD40, CD28, CD27,

CD154, PD-1, PD-L1, PD-L2) gefarbt wurden.

3.1.1 Effekte von IFN-B auf die Expression kosignalisierender Molekile auf

Lymphozyten

Die Expression der Oberflachenmolekile CD28, CD27, CD154 und ICOS auf
CD4"-T-Lymphozyten blieb nach Stimulation mit IFN-B ({ber 48 Stunden
unverandert. Fir die Expression von PD-L1 auf CD4'-T-Zellen ergab sich
hingegen eine signifikante Hochregulation von 15,9 + 5,1% auf 51,6 £ 6,9% (p =

0,006) (Abb. 10).
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Auch auf CD8*-T-Lymphozyten lieBen sich keine Anderung der Expressionen fiir
die kostimulatorischen Molekile CD28, CD27 und ICOS nachweisen.

Fir PD-L1 ergab sich, entgegengesetzt zu den Resultaten auf CD4"-T-Zellen, auf
CD8"-T-Zellen ebenfalls kein signifikanter Unterschied unter der IFN-B3-Stimulation
in vitro. Auch die Expression des Rezeptors PD-1 zeigte auf den T-Lymphozyten
keine relevanten Effekte.

Da PD-L2 nur auf APC exprimiert wird, erfolgte keine Bestimmung der Expression

dieses Molekdlls auf T-Zellen.

Die Expression von CD80, CD86 und CD40 auf B-Zellen anderte sich nicht nach
Stimulation mit IFN-3 in vitro.

ICOSL zeigte auf B-Zellen ebenfalls keinen statistisch signifikanten Unterschied
unter der in vitro — Stimulation mit IFN-B (von 7,1 + 1,2 % auf 6,0 £ 1,2 %; p =
0,58) (Abb. 10).

Die Expression der PD-Moleklle PD-1, PD-L1 und PD-L2 auf B-Lymphozyten war

sehr gering und anderte sich nicht unter Stimulation mit IFN-B (Abb. 10, Tab. 4).
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Abb. 10 Expression der Oberflichenmarker auf Lymphozyten von unstimulierten (dunkelgrau)

und IFN-B-stimulierten (hellgrau) gesunden Kontrollen sowie die entsprechenden

Isotypen-Kontrollen des monoklonalen Antikdrpers.
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3.1.2 Effekte von IFN-B auf die Expression kosignalisierender Molekile auf

Monozyten

Bereits in Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Expression der
kostimulatorischen Molekile CD80, CD86 und CD40 nach in vitro — Stimulation
mit IFN-B signifikant zunimmt. Im Rahmen dieser Untersuchung konnten diese

Resultate bestatigt werden (Abb. 11, Tab. 4) (98).

Monozyten
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Abb. 11 Expression der kostimulatorischen Molekiile CD80, CD86 und CD40 auf Monozyten von
unstimulierten (dunkelgrau) und IFN-B-stimulierten (hellgrau) gesunden Kontrollen sowie

die entsprechenden Isotypen-Kontrollen des monoklonalen Antikérpers.

Wahrend die Expression des kostimulatorischen Molekils ICOSL auf Monozyten,
wie bereits auf Lymphozyten, unter der IFN-B-Stimulation keine signifikante
Anderung zeigte (von 23,5 + 5,8 % auf 12,0 + 2,9%; p = 0,094), ergab sich fir
PD-L1 und PD-L2 eine deutliche Hochregulation auf Monozyten. Die Expression
von PD-L1 wurde von 69,8 + 10,8% auf 89,4 £+ 3,2% (p = 0,01) hochreguliert, die
Expression von PD-L2 nahm von 12,5 £ 5,2% auf 53,8 + 10,8 % (p = 0,001)

signifikant zu (Abb. 12).
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Deren Rezeptor PD-1 dagegen zeigte eine signifikant verminderte Expression von

25,1 + 12,5% auf 7,8 + 1,5% auf Monozyten unter der IFN-B-Stimulation in vitro

(p = 0,002).
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Abb. 12 Expression der PD-Molekile und ICOSL auf Monozyten von unstimulierten (dunkelgrau)

und

Isotypen-Kontrollen des monoklonalen Antikdrpers.

IFN-B-stimulierten (hellgrau) gesunden Kontrollen sowie die entsprechenden
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Im Folgenden ist die Expression der kosignalisierenden Moleklle nach IFN-B-

Stimulation in vitro auf Lymphozyten und Monozyten tabellarisch dargestellt.

T-Lymphozyten B-Lymphozyten Monozyten
Kosignal. IFN-B- Kosignal. IFN-B- Kosignal. IFN-B-
Unstim. Unstim. Unstim.
Molekul stim. Molekul stim. Molekul stim.
CD28:B7 Familie
CD28/CD8 11,4+3,9 11,9+4,3 | CD80/CD19 0,8+0,2 1,3+03 | CD80/CD14* 23,7+55 70,9+55
CD28/CD4 34,7+9,5 35,3+23,5 | CD86/CD19 0,7+01 26+08 | CD86/CD14* 330+73 733+97
IcCos/CD8 0,7+0,1 09+03 |ICOSL/CD19 71+12 6,0+1,2 | ICOSL/ICD14 235+58 12,0+29
ICOS/CD4 05+02 0,6+0,2
PD-1/CD8 32+06 25+04 | PD-1/CD19 1,1+0,3 1,9+0,5 | PD-1/CD14* 251+125 78+1,5
PD-1/CD4 71+22 74+33 | PD-L1/CD19 1,0+05 53+0,8 | PD-L1/CD14*  69,8+10,8 89,4+3,2
PD-L1/CD4* 159+51 516+69 | PD-L2/ICD19  1,0+0,4 53+0,7 | PD-L2/CD14*  125+52 538+10,8
PD-L1/CD8 32+02 83107
TNF:TNFR Familie
CD154/CD8  1,0+0,3 1,0+0,5 | CD40/CD19 75+15 89+26 | CD40/CD14* 323+7,7 694+52
CD154/CD4 05+0,1 0,5+0,2
CD27/CD8 182+3,4 188+33
CD27/CD4 426+90 422+79
Tab. 4  Expression kosignalisierender Molekiile und deren Anderung unter Stimulation mit IFN-B

in vitro. Die Expression der Marker ist in Prozent positiver Zellen angegeben als

Mittelwert + Standardfehler. * = signifikante Anderung der Expression (p < 0,05)

3.2 Effekte der IFN-B-Therapie bei MS-Patienten: Hochregulation von CD86,

CD80, CD40, PD-L1 und PD-L2 auf Monozyten und von PD-L1 auf CD4"-

T-Zellen ex vivo

Um festzustellen, ob die Effekte der in vitro - Untersuchungen auch in vivo

nachweisbar sind, analysierten wir Blutproben von insgesamt 32 unbehandelten
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MS-Patienten, 24 |IFN-B3-behandelten MS-Patienten und 15 gesunden Kontrollen

ex vivo.

Zwischen der Expression kosignalisierender Molekile bei unbehandelten MS-
Patienten und gesunden Kontrollen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
(Abb. 13). Zwischen IFN-B-behandelten und unbehandelten MS-Patienten lieBen

sich hingegen deutliche Unterschiede nachweisen.

3.2.1 Effekte der Therapie mit IFN-B auf die Expression kosignalisierender

Molekile auf Lymphozyten

Die Expressionen der kostimulatorischen Molekile CD27, CD28, CD 154 und
ICOS auf den T-Lymphozyten waren entsprechend den in vitro — Resultaten auch

ex vivo unter der Therapie mit IFN-3 nicht signifikant verandert.

Die Expression des Molekiils PD-L1 auf CD4"-T-Lymphozyten hingegen war,
ebenfalls entsprechend den in vitro — Daten, in behandelten Patienten mit 31,7 +
1,9% im Vergleich zu unbehandelten MS-Patienten mit 26,5 + 1,2% signifikant
héher (p = 0,036).

Auf CD8'-T-Zellen zeigten sich dagegen keine Unterschiede bezliglich der
Expression von PD-L1 (Abb. 13, Tab. 5). Ahnliche Resultate lieBen sich auch bei

der Expression des Rezeptors PD-1 feststellen.
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Vergleichbar zu den in vitro — Resultaten konnten auch keine relevanten
Unterschiede in der Expression der kostimulatorischen Molekile CD80, CD86,
CD40 und ICOSL ex vivo unter der IFN-B-Behandlung auf B-Lymphozyten
nachgewiesen werden. Da die PD-Molekile PD-1 und PD-L1 auf B-Zellen kaum
exprimiert werden und sich bereits in vitro unter einer Stimulation mit IFN-B keine
Veranderung zeigte, wurde auf eine Bestimmung dieser Molekile auf B-

Lymphozyten ex vivo verzichtet.

3.2.2 Effekte der Therapie mit IFN-B auf die Expression kosignalisierender

Molekile auf Monozyten

Auf Monozyten lieBen sich signifikante Anderungen der Oberflachenexpression
verschiedener Molekile unter der IFN-B-Therapie nachweisen.

So zeigte sich eine Zunahme der Expression der kostimulatorischen Molekile
CD86 von 80,1 £ 2% auf 92,1 £ 0,6% (p < 0,001), die Expression von CD80 nahm
von 4,9 + 0,7% auf 8,0 £ 0,5% (p = 0,001) und die des Molekiils CD40 von 28,1 £
3,9% auf 40,4 + 3,9% (p = 0,008) zu (Abb. 13).

Die Expression des kostimulatorischen Molekils ICOSL auf Monozyten war
hingegen nach IFN-B-Therapie unverandert (vergleichbar mit der in vitro —

Untersuchung).

Die Expression der PD-Moleklle zeigte ebenfalls signifikante Unterschiede

zwischen unbehandelten und behandelten MS-Patienten vergleichbar zu den in



Ergebnisse 65

vitro - Daten. Wahrend die Expression von PD-L1 von 61,6 + 4,0% auf 74,6 +
1,9% (p = 0,002) hochreguliert wurde, nahm die Expression von PD-L2 von 8,0 +
1,3% auf 13,7 £ 1,2% (p = 0,003) unter der Therapie zu (Abb. 13).

Im Gegensatz zu den in vitro - Effekten blieb jedoch die Expression des PD-L1/2-
Rezeptors PD-1 auf Monozyten unter einer Behandlung mit IFN-B unverandert

(Abb. 13, Tab. 5).
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Abb. 13 Expressionen kosignalisierender Molekiile auf Monozyten von gesunden Kontrollen (HC;
n=15), unbehandelten MS-Patienten (MS; n=32) sowie IFN-B-behandelten MS Patienten
(IFN-B; n=24). Es wurden Mittelwerte mit Standardfehler dargestellt.

Im Folgenden wird die Expression der kosignalisierenden Molekile sowie deren
Anderung nach IFN-B-Therapie auf Lymphozyten und Monozyten tabellarisch
dargestellt.
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T-Zellen B-Zellen Monozyten
IFN-B- IFN-B- IFN-B-
kostim. unbeh. kostim. unbeh. kostim. unbeh.
beh. beh. beh.
Molekdl MS-Pat. Molekil MS-Pat. Molekdl MS-Pat.
MS-Pat. MS-Pat. MS-Pat.
CD28:B7 Familie
CD28/CD8 156+44 146+15 | CD8O/CD19  1.2+01  1.3+0.2 | CD80/CD14* 49+07 80+05
CcD28/CD4  47.0+21 487+1.9 | CD86/CD19 0.2+0.03 0.2+0.02 | CD86/CD14* 80.1+2.0 921+0.6
Icos/cDs 03+0.1 05+02 |ICOSL/CD19 7.0+0.8 10.0+1.5 | ICOSL/CD14 21.5+43 17.7+28
IcoS/CD4 06+01  1.0x0.2
PD-1/CD8 1.5£03  1.7+0.3 PD-1/CD14 99+15 155+43
PD-1/CD4 09+02 19+07 | PD-L2/CD19 0.2+0.03 04+0.2 | PD-L1/CD14* 61.6+40 746+1.9
PD-L1/CD4* 265+12 31.7%19 PD-L2/CD14* 80+13 13712
PD-L1/CD8 7314 6.4+08
TNF:TNFR Familie
CD154/CD8  0.3+0.2 04+0,2 | CD4O/CD19 13.0+11 16.4+1.3 | CD40/CD14* 28.1+39 40.4+39
CD154/CD4  0.1+0.02 0,3+0,06
CD27/CD8 16.8+£1.9 17.3+26
CD27/CD4  44.0+25 47.7+32
Tab.5 Expression kosignalisierender Molekiile und deren Anderung nach Behandlung mit IFN-

B ex vivo. Die Expression der Marker ist in Prozent positiver Zellen angegeben als

Mittelwert + Standardfehler. * = signifikante Anderung der Expression (p < 0,05)

3.3 Zunahme der Expression kosignalisierender Molekiile auf Monozyten

korreliert mit positivem Ansprechen auf eine IFN-B-Therapie

Um einen Zusammenhang zwischen der nachgewiesenen Anderungen der
Expression kosignalisierender Molekile ex vivo und einem Ansprechen der
Patienten auf die IFN-B-Therapie zu untersuchen, wurden die behandelten
Patienten (n = 24) in zwei Gruppen eingeteilt, in Responder und Non-Responder.

Anhand klinischer Kriterien (Schubintensitat, Schubfrequenzrate, EDSS) konnten
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19 von 24 behandelten MS-Patienten Uber einen definierten Zeitraum von zwei
Jahren als ,Responder” klassifiziert werden (siehe 2.2). Bei diesen Patienten kam
es unter der Therapie zu einer signifikanten Reduktion der Schubfrequenz und zu
keiner Verschlechterung des EDSS. Finf von 24 behandelten MS-Patienten
wurden auf diese Weise zu den ,Non-Respondern“ gezahlt. Die Anzahl der
unbehandelten MS-Patienten betrug n = 32. Die Anzahl der Responder und Non-
Responder mit und ohne veranderter Expression der kosignalisierenden Molekiile
wurden in einer Vierfeldertafel eingetragen und ein Zusammenhang der Parameter

mittels Chi-Square Test oder Fisher’s two-tailed exact Test ermittelt.

Bei den IFN-B-behandelten Patienten zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang
zwischen der Anderung der Expression von CD40 auf Monozyten und dem
klinischen Ansprechen auf die Behandlung. Bei 17 von 19 Respondern lie3 sich
eine Hochregulation der Expression von CD40 auf Monozyten feststellen,
wohingegen eine vermehrte Expression von CD40 auf Monozyten in der Gruppe
der Non-Respondern ausblieb (p < 0,001, Sensitivitat 84,9%, Spezifitdt 100%,

positiver pradiktiver Wert 100%) (Abb. 14).
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Abb. 14 Expressionsédnderungen der kostimulatorischen Molekile CD80, CD86 und CD40 auf
Monozyten (CD14) in Relation zum klinischen Ansprechen auf die Therapie mit IFN-B3.
Der Mittelwert der unbehandelten MS-Patienten wurde von dem Anteil positiver Zellen
der IFN-B-behandelten MS-Patienten subtrahiert und als Nullpunkt definiert. Jeder Punkt
reprasentiert einen Patienten. Expressionanderungen wurden als signifikant gewertet,
wenn der Anteil positiver Zellen mehr als 5 % betrug (schwarze Linie). Kursive Werte:
Durchschnittliche/r Anstieg/Reduktion der Expression kostimulatorischer Molekile in der

Gruppe der Responder und Non-Responder.

Bei der Expression von CD86 zeigten 16 von 19 Respondern und nur einer von
finf Non-Respondern eine vermehrte Expression auf Monozyten (p = 0,014,
Sensitivitat 84,2%, Spezifitdt 80%, positiver pradiktiver Wert 94,1%).

Far die Hochregulation von CD80 auf Monozyten ex vivo, konnte kein
Zusammenhang zum klinischen Ansprechen auf die IFN-B-Behandlung
nachgewiesen werden: In 12 von 19 Respondern und zwei von finf Non-
Respondern zeigte sich eine erhéhte CD80-Expression auf Monozyten (p = 0,615)

(Tab. 6).
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Wie erwartet lief3 sich auch keine Korrelation zwischen der ICOSL-Expression und
dem klinischen Ansprechen auf die Therapie mit IFN-B bei behandelten Patienten
nachweisen. In 10 von 19 Respondern und drei von finf Non-Respondern ergab
sich eine verminderte Expression des kostimulatorischen ICOS-Liganden auf
Monozyten (p = 1,0) (Tab. 6).

Bei fehlenden Effekten sowohl in vitro als auch ex vivo wurde auf die
Untersuchung eines Zusammenhangs des klinischen Ansprechens auf die IFN-B3-
Behandlung und eine veranderte Expression der Expression von CD27, CD28,

CD154 und ICOS verzichtet.

Bei den Untersuchungen der PD-Molekile war eine Analyse des Zusammenhangs
des klinischen Ansprechens und der veranderten Expression nur bei 15
unbehandelten und 16 IFN-B-behandelten MS-Patienten mdglich. Es lieBen sich
12 Patienten in die Gruppe der Responder und 4 in die Gruppe der Non-
Responder einteilen.

Es zeigte sich eine Korrelation zwischen der Hochregulation der Expression von
PD-L2 auf Monozyten und einem Therapieansprechen auf IFN-B (p = 0,028,
Sensitivitat 83,3%, Spezifitdt 75%, positiver pradiktiver Wert 90,9%).

Die Hochregulation der Expression von PD-L1 auf Lymphozyten und Monozyten
sowohl in vitro als auch ex vivo korrelierte hingegen nicht mit einem Ansprechen
auf die Therapie mit IFN-3 (Abb. 15).

Die Expression des PD-Rezeptors PD-1 zeigte ebenfalls keine signifikante

Korrelation zum Therapieansprechen (Tab. 6).
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Abb. 15 Expressionsédnderung der kosignalisierenden Molekiile PD-L1 auf Monozyten (CD14)
und T-Lymphozyten (CD4) sowie PD-L2 auf Monozyten (p = 0,028) in Relation zum
klinischen Ansprechen auf die Therapie mit IFN-3. Der Mittelwert der unbehandelten MS-
Patienten wurde von dem Anteil positiver Zellen der IFN-B-behandelten MS-Patienten
subtrahiert und als Nullpunkt definiert. Jeder Punkt représentiert einen Patienten.
Expressionanderungen wurden als signifikant gewertet, wenn der Anteil positiver Zellen
mehr als 5 % betrug (schwarze Linie). Kursive Werte: Durchschnittliche/r
Anstieg/Reduktion der Expression koinhibitorischer Molekile in der Gruppe der

Responder und Non-Responder.

Zusammenfassend wurde bei allen Respondern auf die Therapie mit IFN-B eine
Hochregulation der Expression von mindestens zwei kosignalisierenden
Molekilen nachgewiesen (CD86, CD40 und/oder PD-L2), wahrend nur zwei aus
der Gruppe der Non-Responder eine vermehrte Expression von entweder CD86
oder PD-L2 zeigten (p = 0,005, Sensitivitat 100%, Spezifitdt 60%, positiver

pradiktiver Wert 90,5%, negativer pradiktiver Wert 100%).

In der folgenden Tabelle (Tab. 6) sind die Effekte der Stimulation mit IFN-3 in vitro

und der Therapie unter IFN-B ex vivo auf die Expression kosignalisierender
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Moleklle auf Monozyten in Relation zum klinischen Ansprechen auf die Therapie

zusammengefasst:
In vitro In vivo Thequaepliietiaonns;lrjenc]:hen

CD86 T T p=0,014
CD80 T T p=0,615
CD40 T T p < 0,001

ICOSL (B7RP1) © © p=1,0
PD-1 A © p=1,0
PD-L1 T T p = 0,604
PD-L2 T T p =0,028

Tab. 6  Anstieg/Reduktion positiver Zellen: > 5%T/, > 10% TT/AL, > 20% TTTALL. Keine
Anderung: <.

3.4 Therapieansprechen ist nicht mit Antikérpern gegen IFN-B assoziiert

Zur Klarung, ob das Ansprechen auf die Therapie mit IFN-B oder die
unterschiedlichen Expressionen kosignalisierender Molekile in behandelten und
unbehandelten MS-Patienten mit der Anwesenheit von Antikdrpern gegen IFN-B3
assoziiert ist, wurde das Serum aller zuvor analysierten behandelten MS-Patienten
mittels ELISA untersucht.

Lediglich in einem von finf Non-Respondern konnte ein hoher Antikdrpertiter
gegen IFN-B nachgewiesen werden, die Ubrigen vier Patienten zeigten negative

Resultate. In der Gruppe der Responder hatten drei von 19 Patienten hohe
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Antikdrpertiter gegen IFN-B, zwei mittelhohe und drei niedrige Titer, 11 MS-
Patienten zeigten negative Ergebnisse.
Somit konnte gezeigt werden, dass ein fehlendes Ansprechen auf die Therapie

nicht auf Antikérper gegen IFN-B in behandelten MS-Patienten zuriickzufihren ist.

3.5 Bereits drei Monate nach Behandlungsbeginn mit IFN-B zeigen CD80,
CD86 und CD40 die starkste Hochregulation der Expression auf

Monozyten

Ziel dieser longitudinalen Studie war es, den Zeitpunkt zu definieren, ab dem sich
die Expression der kosignalisierenden Molekile, die positiv. mit dem

Therapieansprechen korrelierten, verandern.

Bei insgesamt 13 IFN-B-behandelten MS-Patienten wurden seit Beginn der
Therapie Uber einen Zeitraum von zwdlf Monaten alle drei Monate die
Expressionen der kostimulatorischen Molekile CD80, CD86, CD40 und ICOSL

untersucht (Monat 0 (unbehandelt), 3, 6, 9, 12).

Im Folgenden sind die Expressionsanderungen der oben genannten
kostimulatorischen Molekile Uber ein Jahr in der Gruppe der Responder flr jeden

untersuchten Patienten graphisch dargestellt (Abb. 16):
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Abb. 16 Darstellung der Expressionsédnderungen kostimulatorischer Molekdle tGber 12 Monate vor
und nach Therapiebeginn mit IFN-B in der Gruppe der Responder (n = 9). Die Werte vor
Initiierung der Behandlung wurden von den Werten der Monate drei bis zwdlf nach

Behandlungsbeginn subtrahiert und als Nullpunkt definiert.

Neun der 13 Patienten sprachen auf die Therapie mit IFN-B an. Keiner der
Patienten aus dieser Gruppe der Responder (1.1 - 1.9) zeigte klinisch eine
Verschlechterung, vielmehr ergab sich eine klinische Besserung mit Reduktion der
Schubfrequenzrate unter der IFN-B-Behandlung.

Bei der Mehrzahl der Patienten lieB sich die starkste Hochregulation der
Expression der kosignalisierenden Molekile CD86, CD80 und CD40 bereits drei
Monate nach Therapiebeginn mit weiterer Zunahme bis Monat 9 feststellen.
Waéhrend in einigen Fallen eine Abnahme der Expression zu spateren Zeitpunkten

nachzuweisen war, zeigte sich insbesondere fir CD86 bei den meisten
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Respondern eine persistierende Erhéhung der Expression auch bis Monat 12 der

Behandlung.

Vier von den 13 im Verlauf untersuchten Patienten sprachen nicht auf die

Therapie an (Abb. 17).
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Abb. 17 Darstellung der Expressionsanderungen kostimulatorischer Molekiile (iber 12 Monate vor
und nach Therapiebeginn in der Gruppe der Responder (n = 9). Die Werte vor Initiierung
der Behandlung wurden von den Werten der Monate drei bis zw6lf unter der Behandlung

subtrahiert und als Nullpunkt definiert.

Bei den Patienten 2.1 und 2.2 zeigte sich eine vermehrte Schubfrequenz im
Verlauf der IFN-B-Therapie im Vergleich zu zwei Jahren vor der Behandlung. Bei
diesen Patienten lieB sich keine Zunahme der Expression von CD80, CD86,
ICOSL und CD40 wahrend der Therapie nachweisen.

Der Patient 2.3 hatte finf schwere Schiibe wahrend der 15-monatigen IFN-B3 -
Therapie. Hier zeigte sich eine unveranderte Expression der Molekile CD80 und
CD86, wahrend eine Abnahme der Expression von ICOSL und CD40 unter der
Therapie festgestellt werden konnte.

Bei dem vierten Patienten (2.4) konnte eine Hochregulation der Expression von
CD80 und CD86 bis Monat 9 nachgewiesen werden, in Monat 12 wiederum eine

Abnahme der Expression. Die CD40-Expression blieb bei diesem Patienten
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unverandert, wahrend die Expression von ICOSL sank. Klinisch zeigte sich eine
vermehrte Schubfrequenzrate sowie drei Schibe mit starkerer Intensitat zwischen

Monat sechs und 15 im Verlauf der IFN-B-Therapie.

Die PD-Molekile konnten nur bei 4 Patienten longitudinal untersucht werden, so
dass bei nicht reprasentativer Patientenanzahl auf eine Darstellung verzichtet

wurde.

3.6 Effekte von GA auf die Expression kosignalisierender Molekiile in
vitro: Hochregulation der Expression von CD80, CD86 und CD40 auf

Monozyten

Entsprechend der Untersuchungen mit IFN-B erfolgte eine Farbung der PBMC'’s
von sechs gesunden Probanden nach GA-Stimulation mit Populationsmarkern in
Kombination mit kosignalisierenden Molekilen und eine Messung der Expression

der verschiedenen Marker mittels Durchflusszytometrie (siehe 2.3).

3.6.1 Effekte von GA auf die Expression kosignalisierender Molekiile auf

Lymphozyten

Im Folgenden sind die Anderungen der Expression der kostimulatorischen

Molekiile ICOS, ICOSL, CD80, CD86, CD28, CD40, CD 27, CD154 sowie der PD-
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Molekile PD-1, PD-L1, PD-L2 auf Lymphozyten unter einer in vitro — Stimulation
mit GA tabellarisch und graphisch dargestellt.
Die Expressionen dieser kosignalisierenden Molekulle zeigten keine signifikanten

Effekte auf Lymphozyten unter der Stimulation mit GA (Abb. 18, Tab. 7).
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Abb. 18 Expression der Oberflachenmarker auf Lymphozyten von unstimulierten (dunkelgrau)

und GA-stimulierten (hellgrau) gesunden Kontrollen sowie die entsprechenden Isotypen-

Kontrollen des monoklonalen Antikérpers.
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Kosignalisierendes Anderung der
Molekul Expression in vitro

CD28 «
CD80
CD86
ICOS
ICOSL
PD-1
PD-L1
PD-L2
CD40
CD154
Ccb27

T TTT

Tab. 7  Vereinfachte Darstellung der Anderungen der Expression kosignalisierender Molekiile

unter einer Stimulation mit GA in vitro auf Lymphozyten.

3.6.2 Effekte von GA auf die Expression kosignalisierender Molekiile auf

Monozyten

Entgegengesetzt zu den fehlenden Effekten auf Lymphozyten lieBen sich bei der
GA-Stimulation auf Monozyten in vitro signifikante Veranderungen der Expression

von CD80, CD86 und CD40 nachweisen (Abb. 19, Tab. 8).

Waéhrend CD40 einen deutlichen Anstieg der Expression von 30% auf 50% (p =

0,043) zeigte, konnte bei CD80 eine vermehrte Expression von 25% auf 40% (p =
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0,029) unter der in vitro — Stimulation mit GA nachgewiesen werden. Die CD86-

Expression nahm von 15% auf 30% signifikant zu (p = 0,029) (Abb. 19).

Bei ICOSL (B7RP1) hingegen ergaben sich wie auf Lymphozyten auch auf

Monozyten keine signifikanten Effekte (Abb. 19).
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Abb. 19 Dargestellt ist die Expression der kostimulatorischen Molekile auf Monozyten von

unstimulierten

(unst;

Histogramm dunkelgrau,

Balkendiagramm weiR3)

und GA-

stimulierten (GA; Histogramm hellgrau, Balkendiagramm schwarz) gesunden Kontrollen

sowie die entsprechenden Isotypen-Kontrollen des monoklonalen Antikérpers.

Bei der Expression der PD-Molekile lieBen sich ebenfalls keine statistisch

signifikanten Anderungen der Expression nachweisen (Abb. 20).
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Abb. 20 Dargestellt ist die Expression der PD-Molekile auf Monozyten von unstimulierten (unst;
Histogramm dunkelgrau, Balkendiagramm weif3) und GA-stimulierten (GA; Histogramm

hellgrau, Balkendiagramm schwarz) gesunden Kontrollen sowie die entsprechenden

Isotypen-Kontrollen des monoklonalen Antikérpers.

Kosignalisierendes Anderung der
Molekul Expression in vitro
CD80 ™
CD86 ™
CD40 T
ICOSL o
PD-1 >
PD-L1 o
PD-L2 o

Tab. 8 Vereinfachte Darstellung der Anderungen der Expression Kosignalisierender Molekiile

unter einer Stimulation mit GA in vitro auf Monozyten.

Diese Resultate stehen im Gegensatz zu den Effekten der in vitro — Stimulation
mit IFN-B. Dort lieBen sich sowohl flr die hier genannten kostimulatorischen

Molekiile als auch fiir die koinhibitorischen PD-Molekiile eine Anderungen ihrer
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Expression nachweisen, wahrend sich fiir die PD-Molekiile keine Anderungen

unter GA-Stimulation zeigten (siehe 3.1).

3.7 Effekte der GA-Therapie bei MS-Patienten ex vivo: keine Anderungen
der Expression kosignalisierender Molekiile auf Lymphozyten und

Monozyten

Nach einer Behandlung mit GA erfolgte ebenfalls eine Farbung des Blutes sowohl
mit Populationsmarkern als auch mit kosignalisierenden Molekdlen.

Die Expressionen der kostimulatorischen Molekile CD80, CD86, CD40, ICOS,
CD27, CD28 und CD154 wurden in insgesamt 32 unbehandelten und 10 GA-
behandelten Patienten untersucht. Die Anzahl der Patienten, bei denen eine
Messung der PD-Molekile erfolgte, war mit 15 unbehandelten und finf GA-

behandelten Patienten etwas kleiner.

3.7.1 Effekte der Therapie mit GA auf die Expression kosignalisierender Molekdile

auf Lymphozyten

Nach den fehlenden Effekten in den in vitro — Untersuchungen auf Lymphozyten
konnten auch keine signifikanten Anderungen der Expression oben genannter
kosignalisierender Molekile unter der GA-Therapie ex vivo nachgewiesen werden

(Tab. 9).
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Kosignalisierendes Anderung der
Molekul Expression ex vivo

CD28 «
CD80
CD86
ICOS
ICOSL
PD-1
PD-L1
PD-L2
CD40
CD154
Ccb27

T TTT

Tab. 9 Vereinfachte Darstellung der Anderungen der Expression kosignalisierender Molekiile

unter einer Therapie mit GA ex vivo auf Lymphozyten.

3.7.2 Effekte der Therapie mit GA auf die Expression kosignalisierender Molek(ile

auf Monozyten

Die signifikanten Anderungen der Expression der kostimulatorischen Molekiile
CD80, CD86 und CD40 auf Monozyten unter der in vitro — Stimulation mit GA
(siehe 3.6.2) lieBen sich ex vivo hingegen nicht bestatigen. Es ergaben sich keine
signifikanten Anderungen der Expressionen.

Dies gilt ebenfalls flr das kostimulatorische Molekll ICOSL als auch fir die PD-
Molekule (PD-1, PD-L1, PD-L2), die bereits in vitro keine signifikanten Effekte

gezeigt haben (Tab. 10).
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Kosignalisierendes Anderung der
Molekul Expression ex vivo

CD80 o
CD86
CD40
ICOSL
PD-1
PD-L1
PD-L2

TITTTTT

Tab. 10 Vereinfachte Darstellung der Anderungen der Expression kosignalisierender Molekiile

unter einer Therapie mit GA ex vivo auf Monozyten.

In Tabelle 11 sind die Ergebnisse mit den entsprechenden Standardabweichungen
fir unbehandelte und GA-behandelte MS-Patienten, getrennt nach T-Zellen, B-

Zellen und Monozyten, dargestellt.
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T-Zellen B-Zellen Monozyten
kosignal. unbeh. GA-beh. | kosignal. unbeh. GA-beh. | kosignal. unbeh.  GA-beh.
Molekdl MS-Pat. MS-Pat. Molekil MS-Pat. MS-Pat. Molekil MS-Pat. MS-Pat.
CD28:B7 Familie
CD28/CD8 156+4.4 138+19 | CD80O/CD19  12+0.1 3.2+25 | CD80/CD14  49+07 51+1.2
CcD28/CD4  47.0+21 46.8+4.4 | CD86/CD19 02+0.03 0.6+0.3 | CD86/CD14 80.1+2.0 81.3+3.1
Icos/cD8 03+0.1 0.3+01 |ICOSL/CD19 7.0+08 6.4%0.6 |ICOSL/CD14 365+4.3 18433
Icos/CD4 06+01  0.620.1
PD-1/CD8 1.5+03 1.2£0.2 PD-1/CD14 99+15 6.6+14
PD-1/CD4 0902 07+01 | PD-L2/CD19 0.2+0.03 0.1+0 | PD-L1/CD14 61.6+40 6.1£09
PD-L1/CD4  31.7+1.9 22.0+26 PD-L2/CD14 8.0+1.3 584140
PD-L1/CD8  7.3+14  7.1+£20
TNF:TNFR Familie
CcD154/CD8  0.3+0.2 0.2+0.1 | CD40/CD19  13.0+11 11.4+1.0 | CD40/CD14  28.1+3.9 37.2+45
CcD154/CD4  0.1+0.02 0.2£0.1
CD27/CD8 16.8+1.9 17.3x21
CD27/CD4  44.0+25 452+49
Tab. 11 Es sind die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen der Expression
kosignalisierender Molekiile auf Monozyten und Lymphozyten in % dargestellt. Fiir keine
der untersuchten Molekille ergaben sich signifikante Anderungen im Vergleich der
beiden Patientengruppen.
3.8 GA fiihrt weder auf Lymphozyten noch auf Monozyten zu signifikanten

In der

Anderungen der Expressionen kosignalisierender Molekiile iiber die

ersten zwolf Monate nach Behandlungsbeginn in vivo

longitudinalen Untersuchung wurde von sechs MS-Patienten venéses Blut

alle drei Monate seit Beginn der Therapie mit GA Uber einen Zeitraum von zwolf

Monaten entnommen. Untersucht wurde die Expression der kostimulatorischen

Molekile CD80, CD86, CD40 auf Monozyten und Lymphozyten (Monat O
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(unbehandelt), 3, 6, 9, 12). Die Ergebnisse der Expression auf Monozyten und

Lymphozyten sind tabellarisch dargestellt (Tab. 12).

B-Zellen
Kosigngl. 0 Monate 3 Monate 6 Monate 9 Monate 12 Monate
Molekil
CD80/CD19 1.63 £ 0.46 2.03+0.50 1.38 £0.44 1.58 £+ 0.34 1.20+0.25
CD86/CD19 2.25+0.10 0.43+0.10 0.18+0.06 0.35+0.05 0.13+£0.03

CD40/CD19 14.70 £3.70 13.53+£2.93 10.70 +£2.95 11.45+£1.57 11.50 £ 1.91

Monozyten
Koagngl. 0 Monate 3 Monate 6 Monate 9 Monate 12 Monate
Molekil
CD80/CD14 453 +1.84 5.03+0.85 5.27+1.16 6.35+1.57 1.27+£0.34

CD86/CD14 85.45 +4.80 86.58 + 3.55 85.604 £ 5.62 83.20 +2.32 63.37 +12.63
CD40/CD14 28.00 +8.85 31.95+8.42 32.57 +6.59 38.23 +10.26 12.17 £6.48

Tab. 12 Expression der kosignalisierenden Molekile auf Monozyten und
Lymphozyten vor und unter Behandlung mit GA. Die Expression ist in

Prozent der positiven Zellen als Mittelwert mit Standardfehler angegeben.

Signifikante Anderungen in der Expression kosignalisierender Molekiile nach 3, 6,
9 und 12 Monaten im Vergleich zu Monat 0 (vor Initierung der Therapie) konnten

nicht nachgewiesen werden (p-Werte nicht dargestellt).

Auf die Bestimmung der Expressionen der kostimulatorischen Molekile CD27,
CD28, CD154, ICOS, ICOSL und der PD-Molekile wurde bei dieser
Verlaufsmessung verzichtet, da bereits keine signifikanten
Expressionsanderungen dieser Moleklle in vitro bzw. ex vivo nachgewiesen

werden konnten (siehe 3.6 - 3.7).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte der immunmodulatorischen
Substanzen IFN-B und GA auf die Expression kosignalisierender Molekile auf
Monozyten und Lymphozyten in vitro und ex vivo untersucht. Die Anderungen der
Expression dieser Moleklle wurden mit dem klinischen Ansprechen von Patienten
mit Multipler Sklerose auf die immunmodulierende Therapie korreliert.

Ziel der Studie war es, einzelne pradiktive Marker zu identifizieren, die zu einem
mdglichst frihen Zeitpunkt nach Behandlungsbeginn auf ein positives oder

negatives Ansprechen auf die Therapie mit IFN-B und GA hinweisen.

4.1 Interferon-3

IFN-B beeinflusst die Expression einer Vielzahl von Genen. Viele Effekte durch
IFN-B auf Zellen in vitro und in vivo wurden bereits beschrieben (127-129). Die
Bedeutung dieser Effekte fur die therapeutische Wirksamkeit von IFN-B3 ist
hingegen noch unklar. Nicht alle Patienten sprechen auf die Behandlung mit IFN-13
an, was haufig nicht allein durch die Bildung neutralisierender Antikdrper erklart
werden kann. Um klinisch beurteilen zu kénnen, ob ein Patient auf die Behandlung
mit IFN-B anspricht, ist oft ein Beobachtungszeitraum von bis zu zwei Jahren
erforderlich. Daher sind pradiktive Marker, die zu einem friheren Zeitpunkt auf ein

Therapieansprechen  bzw. -nichtansprechen hinweisen, wlnschenswert.
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Kosignalisierende Molekile kommen mdglicherweise als solche Marker in
Betracht, da sie eine groBe Rolle in der Initierung und Aufrechterhaltung einer

autoimmunen Reaktion spielen.

Es konnte zuvor gezeigt werden, dass IFN-B die Expression der
kostimulatorischen Molekile CD80, CD86 und CD40 auf Monozyten in vitro
verstarkt (98) und sowohl die Reifung der DC’s als auch die Expression
kostimulatorischer Molekile auf DC’s beeinflusst (130). Interessanterweise zeigten
unsere Untersuchungen, dass IFN-B auch die Expression der (berwiegend
koinhibitorisch wirkenden PD-Molekile PD-L1 und PD-L2 auf Monozyten in vitro
verstarkt. Hingegen wird die Expression des Rezeptors dieser Molekile PD-1 auf
Monozyten runterreguliert. Diese in vitro - Effekte konnten im Vergleich zu
unbehandelten MS-Patienten auch in Patienten mit einer IFN-B-Therapie
festgestellt werden (Tab. 6). Sowohl bei der gesunden Kontrollgruppe als auch bei
unbehandelten MS-Patienten zeigte die Expression dieser Moleklle keinen
Unterschied. Auch korrelierte sie nicht mit der Schwere der Krankheit.

Entsprechend der Resultate der in vitro - Untersuchungen konnten wir neben den
Effekten der Expressionen von PD-L1 und PD-L2 ebenfalls eine Zunahme der
Expression von CD40, CD80 und CD86 auf Monozyten ex vivo bei Patienten unter
einer IFN-B-Therapie nachweisen. Allerdings zeigte sich, dass nur die
hochregulierten Expressionen von CD40, CD86 und PD-L2 (aber nicht von CD80
und PD-L1) auf Monozyten mit einem klinischen Ansprechen der Patienten auf
eine IFN-B-Therapie korrelieren, so dass Patienten ohne eine vermehrte

Expression von CD40, CD86 und/oder PD-L2 auf Monozyten sehr wahrscheinlich
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nicht von einer Therapie profitieren wirden (Zusammenfassung der Resultate in

Tabelle 6).

Einige verdffentlichte Studien zeigten, dass IFN-B3 einen direkten inhibitorischen
Effekt auf T-Zellen besitzt. Es kommt zu einem Rickgang der T-Zell-Proliferation
und zu einer Abnahme der Sekretion proinflammatorischer Zytokine (99;131).
APC'’s hingegen werden von IFN-B3 sowohl inhibiert als auch aktiviert (124).

In unserer Studie konnten wir keine Effekte von IFN-B auf die Expression
kosignalisierender Moleklle auf T- und B-Zellen feststellen, mit Ausnahme der
Zunahme der Expression des Uberwiegend koinhibitorisch wirkenden Molekuls
PD-L1 auf CD4"-T-Zellen in vitro und ex vivo. Auf Monozyten hingegen werden
sowohl kostimulatorische (CD40, CD80, CD86) als auch die Liganden PD-L1 und
PD-L2 unter einer IFN-B-Therapie in vitro und ex vivo hochreguliert.

In zuvor verdffentlichten Studien wurden verschiedene Effekte von IFN-B3 auf die
Expression kostimulatorischer Molekile auf Monozyten und Lymphozyten
beschrieben. Einerseits konnte eine Zunahme der Expression von CD40 und
CD86 auf Monozyten und eine Abnahme der Expression von CD80 auf B-Zellen
wahrend der Therapie nachgewiesen werden (92;132). Andererseits jedoch
zeigten andere Studien wiederum eine reduzierte Expression von CD86 und
CD154 auf Monozyten wahrend der ersten drei Monate der IFN-B-Therapie (133).
Diese Unterschiede in den Ergebnissen sind wahrscheinlich auf experimentelle
Gegebenheiten zurlickzuflihren, da in diesen Studien mit IFN-B aktivierte Zellen in

vitro und PBMC’s analysiert wurden. Wir haben dagegen eine ex vivo-Analyse aus
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Vollblutproben unter der Behandlung mit IFN-B durchgeflhrt, um die Effekte von

IFN-B in vivo so realistisch wie mdglich zu erfassen.

Uber die Bedeutung des PD-1-PD-L1/PD-L2-Signalweges in der Pathogenese der
Multiplen Sklerose gibt es derzeit nur wenige Informationen. Zuvor veréffentlichte
Arbeiten zeigten, dass die Bindung der Liganden PD-L1 und PD-L2 an deren
Rezeptor PD-1 eine Inhibierung der T-Zell-Antwort auslést (73-75;77;134). Es
konnte ausserdem gezeigt werden, dass ein Polymorphismus im PD-1-Gen mit
einem schwereren Krankheitsverlauf assoziiert ist (135). Eine andere Studie
ergab, dass eine Blockade von PD-L1 auf menschlichen Monozyten und DC’s zu
einer Vermehrung der T-Zell-Proliferation und Th1-Zytokin-Sekretion fluhrt. Es
wurde dabei eine Zunahme der Expression von PD-L1 auf Monozyten und DC'’s,
aber nicht auf B-Zellen nach in vitro - Stimulation der Zellen mit IFN-3 beschrieben
(136).

Entsprechend dieser Daten konnten wir ebenfalls eine Zunahme der PD-L1-
Expression auf Monozyten nach in vitro - Stimulation mit IFN-B und auch wahrend
einer Therapie mit IFN-B bei MS-Patienten nachweisen. Wichtiger allerdings
schien die Erkenntnis zu sein, dass eine Therapie mit IFN-B zu einer erhdhten
Expression von PD-L2 auf Monozyten geflihrt hat, da diese vermehrte Expression
mit einem positiven klinischen Ansprechen auf die IFN-B-Therapie assoziiert ist.
Dahingegen lieBen sich keine Anderungen der Expression hinsichtlich CTLA-4
durch IFN-B nachweisen (98), so dass man schlussfolgern kann, dass IFN-3 eher
inhibitorische Effekte Gber den PD-1-PD-L1/PD-L2-Signalweg vermittelt als Effekte

uber den CTLA-4-CD80/CD86-Signalweg.
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Um die Relevanz der Ergebnisse aus den in vitro - Untersuchungen zu
verifizieren, teilten wir die IFN-B-behandelten MS-Patienten Gber einen definierten
Zeitraum in zwei Gruppen ein: in Responder, die positiv auf die Therapie
ansprachen, und Non-Responder, die kein Ansprechen bzw. keine positiven
Effekte auf die Therapie zeigten (siehe 2.2). Keine der bisher verdffentlichten
Studien beschrieb eine Korrelation zwischen den Anderungen der Expression
kosignalisierender Molekile unter einer IFN-B-Therapie und dem klinischen
Ansprechen auf eine IFN-B-Behandlung.

Wir konnten einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Hochregulation der
Expression von CD40, CD86 und PD-L2 auf Monozyten und einem positiven
klinischen Ansprechen auf die IFN-B-Therapie nachweisen (p < 0,001 fir CD40, p
= 0,014 fur CD86, p = 0,028 fur PD-L2, p = 0,005 flr mindestens einen dieser drei
Marker). Alle Responder zeigten eine Zunahme der Expression von mindestens
zwei dieser drei Marker. Dahingegen wiesen zwei von den Non-Respondern
erhéhte Expressionen von entweder CD86 oder PD-L2 auf. Dies lasst vermuten,
dass ein Fehlen dieser Hochregulation in IFN-B-behandelten MS-Patienten flr ein
schlechtes Ansprechen auf die Behandlung spricht.

In unserer Studie wurden insgesamt 24 IFN-B behandelte MS-Patienten
untersucht. Unter diesen Patienten sagte eine Hochregulation von CD40 ein
positives Ansprechen auf die Therapie am besten voraus (positiver pradiktiver
Wert 100%), fir CD86 betrug der positive pradiktive Wert 94,1% und fur PD-L2

90,9%.
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Obwohl die Unterschiede zwischen Non-Respondern und Respondern sehr
deutlich waren, war die Gruppe der Non-Responder klein. Um reprasentativere
Ergebnisse zu erzielen, ist es deshalb wichtig, die Untersuchungen an mehr
Patienten und Uber einen langeren Zeitraum durchzufihren.

Zudem wurden in unseren Untersuchungen die IFN-B-behandelten MS-Patienten
nach ihrem Krankheitsverlauf Gber einen definierten Zeitraum in diese zwei
Gruppen aufgeteilt. Es ist méglich, dass einige der Responder zu einem spéteren
Zeitpunkt des Krankheitsverlaufes bzw. zu einem spateren Zeitpunkt der Therapie

in die Gruppe der Non-Responder eingeordnet werden missten.

Es gibt weitere potentielle Faktoren, die die Untersuchungsergebnisse
beeinflussen kdnnen und daher bei der Interpretation der Resultate beachtet
werden muassen. Im Verlauf der IFN-B-Therapie kénnen Antikérper gegen IFN-3
entstehen. Diese IFN-B-Antikérper sind meist erst nach einer mindestens
neunmonatigen Therapie nachweisbar. Wir haben das Serum aller Patienten
mittels ELISA auf neutralisierende, IFN-B-bindende Antikérper untersuchen
lassen. Mit diesem Test konnten IFN-3 Antikdrper in allen Patienten mit fehlendem
klinischen Ansprechen ausgeschlossen werden, so dass die beobachteten Effekte
auf die Expression kosignalisierender Molekile nicht in Zusammenhang mit der
Bildung von IFN-B Antikdrpern stehen.

Waéhrend die meisten Patienten IFN-B subkutan applizierten, wurden bei zwei
Patienten wéchentliche intramuskulare Injektionen verabreicht (ein Responder und
ein Non-Responder). Da es bei den Untersuchungen im Verlauf der IFN-B3-

Therapie - wunabhangig vom durchgefihrten Therapiemuster - zu einer
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Hochregulation der kosignalisierenden Molekile kam, ist es unwahrscheinlich,
dass das unterschiedliche Therapieregime oder die verschiedenen Plasmaspiegel
des IFN-B, die auf nicht-standardisierte Zeiten der Stichprobenerhebung

zurlckzufihren sind, unsere Ergebnisse negativ beeinflussen oder verzerren.

In unserer Studie konnten die gréBten Effekte von IFN-B auf die Expression
kosignalisierender Moleklle auf Monozyten nachgewiesen werden, mit Ausnahme
einer zusétzlichen Zunahme der Expression von PD-L1 auf CD4"-T-Zellen in vitro
und ex vivo. Eine Expression von PD-L2 findet sich ausschlieBlich auf APC’s wie
z.B. Monozyten, Makrophagen und DC’s, wohingegen PD-L1, neben APC’s und
aktivierten CD4*-T-Zellen, auch auf verschiedenen peripheren Geweben und
hamatopoetischen Zellen nachweisbar ist (75). Die Bedeutung der Expression von
PD-L1 auf T-Zellen ist noch unklar, aber es wurde in anderen Studien angedeutet,
dass diese Expression relevant fir den Vorgang der Apoptose von T-Zellen sein
kann (137). Da auch eine vermehrte Expression von PD-L1 auf Monozyten unter
der Therapie festgestellt wurde, ist dies mdglicherweise auch relevant fir die
Vermittlung des therapeutischen Effekts von IFN-B. Allerdings konnten wir in
unserer Studie keine Korrelation zwischen der Expression von PD-L1 und einem

(positiven) klinischen Ansprechen auf die IFN-B-Therapie nachweisen.

Eine hochregulierte Expression von PD-L2 auf Monozyten unter der IFN-B-
Therapie fuhrt ebenfalls zu einer Hemmung der T-Zell-Funktion. Dieser Effekt
hingegen korrelierte in unserer Studie mit dem klinischen Ansprechen der MS-

Patienten auf eine IFN-B-Therapie. Dies kdnnte darauf hindeuten, dass die
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erhéhte Expression von PD-L2 auf Monozyten relevant ist flir den therapeutischen
Effekts von IFN-B. In anderen Arbeiten ergaben sich Hinweise darauf,, dass PD-
L1 und PD-L2 mdéglicherweise nicht nur inhibitorische Signale Uber PD-1
vermitteln, sondern auch stimulatorische Effekte Uber einen bisher noch

unbekannten Rezeptor (76;138).

Insgesamt ist der Wirkmechanismus von IFN-B bei der Multiplen Sklerose sind
sehr komplex. Wahrscheinlich gehéren Anderungen der Expression
kosignalisierender Molekile zu den Wirkmechanismen. Es scheinen hierbei
sowohl eine Zunahme der stimulatorischen als auch der Uberwiegend
inhibitorischen Signale eine Rolle zu spielen, so dass IFN-B modglicherweise das
Gleichgewicht zwischen der Expression kostimulatorischer und koinhibitorischer
Molekule reguliert.

Da sich eine verédnderte Expression der kosignalisierenden Molekdile vor allem auf
Monozyten zeigte, ist anzunehmen, dass IFN-B3 nicht nur direkt auf T-Zellen wirkt,
sondern auch indirekt die T-Zell-Antwort durch Veranderung der stimulatorischen
Funktionen der APC’s beeinflusst.

Bisher wurden wenige Studien verdffentlicht, die sich mit der Korrelation
immunmodulatorischer Effekte von IFN-B und dem klinischen Ansprechen der
Patienten auf die IFN-B-Therapie beschaftigt haben (139-152). Derartige Studien
sind sehr wichtig, um relevante pradiktive Marker zu finden, die zu frihen
Zeitpunkten im Verlauf einer IFN-B-Therapie bei der Multiplen Sklerose sowohl ein
fehlendes als auch ein positives klinisches Ansprechen auf die Therapie

vorhersagen kénnen. Die Effekte von IFN-B3 auf die Expression kosignalisierender
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Moleklle war schon nach drei Monaten unter Therapie nachweisbar (siehe 3.5)
(153). Zuvor verdffentlichte Studien wie auch unsere Studie zeigen, dass es
unwahrscheinlich ist, nur einen einzelnen Biomarker zu finden. Es sind vielmehr
einige dieser Marker bzw. eine Kombination solcher pradiktiven Marker notwendig,
um den diagnostischen Wert dieser zu steigern. Fir die klinische Praxis ist es von
Bedeutung eine Gruppe von Markern zu finden, die sich kostenginstig und leicht
erfassen lassen, beispielsweise mittels FACS oder ELISA. Kosignalisierende

Molekile wie auch Zytokine (z.B. IL-10) sind hier vielversprechende Kandidaten.

Es sind noch weitere Untersuchungen notwendig, um herauszufinden, welche und
welche Kombination von Markern am besten mit einem klinischen Ansprechen auf

eine IFN-B-Therapie korrelieren und dies auch langfristig vorhersagen kénnen.

4.2  QGlatiramerazetat

Im Rahmen der in vitro — Untersuchungen konnte auf Lymphozyten keine
signifikante Verdnderung der Expression kosignalisierender Moleklle unter der
GA-Stimulation festgestellt werden, wahrend auf Monozyten eine deutliche
Hochregulation der Expression der kostimulatorischen Molekile CD80, CD86 und
CD40 beobachtet wurde (siehe 3.6).

Die bei uns nachgewiesenen in vitro — Effekte unter einer GA-Stimulation lieBen

sich jedoch ex vivo nicht bestatigen (siehe 3.7). Die kostimulatorischen Molekile
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CD80, CD86 und CD40 zeigten unter einer GA-Therapie keine signifikante
Anderung ihrer Expression.

Die longitudinale Studie im Zeitverlauf Gber ein Jahr unter der Behandlung mit GA
zeigte ebenfalls keine signifikanten Effekte bezlglich der Expression
kosignalisierender Molekule. Im Rahmen dieser Untersuchung wurden die bereits
genannten kostimulatorischen Molekile CD80, CD86 und CD40 betrachtet, da die
Expression dieser Moleklle zumindest in vitro signifikante Effekte ergaben. Auf
eine Untersuchung anderer Oberflachenmoleklle wurde dabei verzichtet, da sich

sowohl in vitro als auch ex vivo keine Effekte gezeigt hatten.

Diese Diskrepanz zwischen den in vitro — und ex vivo — Resultaten kdnnte darauf
zurlckzuflhren sein, dass GA subkutan appliziert wird und somit eine
systemische Wirkung auf Monozyten und auch auf Lymphozyten mit Veranderung
der Expression kosignalisierender Molekile méglicherweise ausbleibt. Residente
DC, wie die Langerhans-Zellen, treten méglicherweise als erste mit der Substanz
in Kontakt oder nehmen diese auf, um Uber weitere Kaskaden zum systemischen
therapeutischen Effekt zu flihren. Eine Untersuchung der Langerhans-Zellen
erfolgte im Rahmen dieser Studie nicht, da hierzu stets eine Hautbiopsie an der
Injektionsstelle notwendig gewesen ware und diese fur klinische Tests nicht gut
geeignet ist.

Zudem besteht die Mdglichkeit, dass die Konzentration des GA, die in vitro zu
Veranderungen der Expression kosignalisierender Molekile geflihrt hat, nicht der
Konzentration des GA in vivo entspricht. Bisher gibt es keine Daten dartber,

welche Konzentration des GA tatsichlich im Kreislauf eines behandelten
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Patienten vorliegt, so dass eine mdglicherweise zu geringe Konzentration des GA
im  Kreislauf nicht zu Veranderungen der Expression bestimmter

Oberflachenmolekdle fihrt.

Einige vorhergehende Arbeiten konnten zeigen, dass kosignalisierende Molekile
auf APC’s, neben deren essentieller Funktion einer vollstandigen T-
Zellaktivierung, auch einen Einfluss auf die Differenzierung einer T-Zelle in
Richtung Th1 oder Th2 auslben kénnen (154). Die Induktion eines Shifts im
Zytokinprofil der autoreaktiven T-Zellen durch GA in der Funktion als APL (siehe
1.7) scheint zu einem vorherrschenden Th2-Profil der antigen-spezifischen T-
Zellen zu fihren (116). Auch in GA-behandelten Patienten lieB sich unter einer
Therapie mit GA ein Th2-dominierendes Zytokinprofil nachweisen (gemessen als
Induktion von IL-4) (118;119). Es konnte gezeigt werden, dass GA APC in vitro
dahingehend beeinflusst, dass sie weniger inflammatorische, jedoch mehr
antiinflammatorische Zytokine produzieren (155). Auf diese Weise kdnnte der

Krankheitsprogression entgegen gewirkt werden.

Ein direkter Zusammenhang zwischen einem Shift im Zytokinprofil der
autoreaktiven T-Zellen und Anderungen der Expression kosignalsierender
Molekdile unter GA ist in Anbetracht unserer Ergebnisse nicht erkennbar. Denn im
Rahmen unserer Untersuchungen lieBen sich zwar signifikante Veranderungen
beziglich der Expression der kostimulatorischen Molektle CD80, CD86 und CD40

in vitro, jedoch nicht ex vivo nachweisen (s.0.).



Diskussion 97

Somit scheint der therapeutische Effekt des GA unabhéngig von der Expression
kosignalisierender Molekile auf Lymphozyten und Monozyten vermittelt zu werden
und es ist anzunehmen, dass andere Mechanismen und Kaskaden fUr den

therapeutischen Effekt des GA verantwortlich sind.
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5. Zusammenfassung

IFN-B und GA sind klinisch etablierte immunmodulierende Substanzen, die zur
Therapie der Multiplen Sklerose indiziert sind. Sie sind insbesondere indiziert bei
einem schubférmig-remittierenden Verlauf und reduzieren bei einem Teil der MS-
Patienten mit dieser Verlaufsform sowohl Krankheitsaktivitdt als auch
Schubfrequenz. Der genaue Wirkmechanismus sowie die pathophysiologische
Grundlagen des Ansprechens auf eine Behandlung mit diesen beiden

Medikamenten sind noch unklar.

Es wird vermutet, dass T-Zellen eine entscheidende Rolle in der Pathophysiologie
bzw. in der Initierung und Progression der Multiplen Sklerose spielen. Die
Aktivierung von T-Zellen erfordert neben der Interaktion zwischen T-Zell-Rezeptor
und Antigenen, die ihnen von APC’s prasentiert werden, auch eine
Wechselwirkung zwischen kosignalisierenden Molekllen auf Lymphozyten und
deren Liganden auf APC’s. Friihere Arbeiten konnten zeigen, dass IFN-B und GA
zu einer veranderten Expression von kosignalisierenden Molekilen auf
Lymphozyten und Monozyten fihren und dies somit eine wichtige Rolle bei ihrer

immunmodulatorischen Wirkung spielen kénnte.

Auf diesen Erkenntnissen basierend wurden in der vorliegenden Arbeit die Effekte
von IFN-B und GA auf die Expression verschiedener kostimulatorischer sowie

koinhibitorischer Moleklle in vitro als auch in MS-Patienten untersucht. Um die
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Relevanz der Ergebnisse fir den therapeutischen Effekt der IFN-B oder GA-
Behandlung zu Oberprifen, wurde die veradnderte Expression der
kosignalisierenden Molekule mit dem klinischen Ansprechen der Patienten auf die
jeweilige Therapie verglichen. Ziel war es, einzelne kosignalisierende Molekile als
pradiktive Marker zu identifizieren, die zu einem mdglichst frihen Zeitpunkt ein

fehlendes bzw. ein positives Therapieansprechen vorhersagen kénnen.

Die Expression kosignalisierender Molekile wurde in vitro auf PBMC’s von flnf
gesunden Probanden nach Inkubation mit IFN-B oder GA mittels
Durchflusszytometrie gemessen. Zusatzlich wurden unmittelbar nach vendser
Blutenthahme Untersuchungen ex vivo durchgefihrt. Dabei wurden insgesamt 32
unbehandelte und 24 IFN-B behandelte MS-Patienten in die Studie
eingeschlossen, wobei 13 dieser Patienten zusatzlich im Verlauf der IFN-B3-
Therapie untersucht wurden. Die Effekte der Therapie mit GA wurden bei 32
unbehandelten und 10 behandelten MS-Patienten untersucht. Davon konnten

sechs Patienten in eine Verlaufsstudie eingeschlossen werden.

GA zeigte sowohl in vitro als auch ex vivo keine Effekte auf die Expression der
untersuchten kosignalisierenden Molekile auf Lymphozyten. Auf Monozyten
hingegen konnte eine signifikante Zunahme der Expression von CD40, CD80 und
CD86 in vitro nachgewiesen werden. Ex vivo lieBen sich diese
Expressionsanderungen hingegen nicht bestatigen, und somit konnte auch keine

Korrelation zu einem Therapieansprechen hergestellt werden.
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Unter der Therapie mit IFN-B zeigte sich dagegen eine Zunahme der Expression
von CD40, CD80, CD86, PD-L1 und PD-L2 auf Monozyten, eine Abnahme von
PD-1 auf Monozyten sowie eine Steigerung der Expression von PD-L1 auf CD4"-

T-Zellen sowohl in vitro als auch ex vivo.

Zur Verifizierung eines fehlenden oder positiven Ansprechens auf die Therapie,
wurden die Patienten auf der Basis von Kurtzkes EDSS-Skala in Bezug auf
Krankheitsprogression und Schubfrequenzrate in die Gruppen Responder und
Non-Responder eingeteilt. Als Responder wurden die Patienten bezeichnet, die
tber einen definierten Zeitraum positiv auf die Therapie ansprachen, bei denen es
somit zu einer Senkung der Schubfrequenzrate unter der Therapie bzw. zu keiner
Krankheitsprogression kam. Non-Responder waren diejenigen Patienten, die tber
einen definierten Zeitraum nicht auf die Therapie ansprachen und somit eine
unveranderte oder erhéhte Schubfrequenz und/oder eine

Behinderungsprogression aufwiesen.

Es konnte ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der
Expressionszunahme von CD40, CD86 und PD-L2 auf Monozyten und einem
positiven Ansprechen der Patienten auf die Therapie mit IFN-B festgestellt

werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass IFN-B sowohl die Expression
kostimulatorischer Molekule wie z.B. CD86 und CD40 aber auch Molekile wie PD-

L1 und PD-L2 , die vorwiegend koinhibitorisch wirken in vitro und ex vivo
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verandert. Diese Effekte deuten darauf hin, dass eine Modulation des
Gleichgewichts zwischen positiven und negativen kostimulatorischen Signalen
eine wichtige Rolle beim Wirkmechanismus von IFN-B bei der Multiplen Sklerose
spielt. Da die Expressionsénderungen von CD40, CD86 und PD-L2 auf Monozyten
signifikant mit dem Therapieansprechen der untersuchten Patienten korrelieren,
kénnten diese Oberflachenmolekiile als pradiktive Marker flr das klinische

Ansprechen auf die IFN-B-Behandlung bei MS-Patienten Verwendung finden.

Kinftig sind daher noch weitere Studien mit einer hdéheren Probanden-/
Patientenanzahl notwendig, um genauer zu verifizieren, welche Marker oder
welche Kombinationen von Markern geeignet sind, ein klinisches Ansprechen auf
die Therapie mit IFN-B bei der Multiplen Sklerose mit groBer Zuverlassigkeit zu

einem moglichst frihen Zeitpunkt der Behandlung vorauszusagen.
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